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Kin optisch-inaktives Natriumsalz der Nucleinsiure. 
Von 
R. Feulgen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, September 1918.) 


Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text. 

Beim Ausfillen von thymonucleinsaurem Natrium mit 
Alkohol aus wisseriger, mit Natronlauge alkalisch gemachter 
Lésung fiel mir auf, daf der abgeschiedene Kérper gegen 
Lackmus und Phenolphthalein stark alkalisch reagierte und einen 
erheblich erhéhten Aschengehalt aufwies auch dann, wenn er 
darauf zu wiederholten Malen aus reinem Wasser umgefiallt 
wurde. Da Natriumhydroxyd in der aus verdiinntem Alkohol 
bestehenden Mutterlauge leicht léslich ist, und das bisher be- 
kannte 4 basische nucleinsaure Natrium ein gegen Indikatoren 
neutral reagierender Stoff ist, so wurde diese Kigentiimlichkeit 
weiter untersucht. Es stellte sich die auffallige Tatsache heraus, 
daf} die alkalisch reagierende Substanz nunmehr vdllig inaktiv 
war, wahrend das nucleinsaure Natrium vordem (in neutraler 
Lésung) die ansehnliche spezifische Drehung von 80° aufwies. 
Ich stelle hier gleich ausdriicklich fest, daf} nach weiterem 
Zusatz von Natronlauge sich der optisch-inaktive Zustand nicht 
iinderte und insbesondere keine Neigung zeigte, in eine Links- 
drehung iiberzugehen. 

Die weitere Untersuchung liefi erkennen, da die Ab- 
nahme der Drehkraft eine gleichmifiige war, und zwar ver- 
ringert sie sich proportional der Menge des zugesetzten Natrium- 
hydroxyds bis zum Nullwerte. Eine bleibende Veranderung des 


nucleinsauren Natriums war insofern nicht eingetreten, als die 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CIV. 14 
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alte Drehung sofort wieder auftrat, wenn die alkalische Reak- 
tion mit einer Sdure wieder riickgingig gemacht wurde. Dieses 
Spiel wurde ohne Zersetzung der Nucleinséure beliebig oft 
wiederholt. 

Kine merkliche Dauer des Verlaufs dieses Vorganges 
konnte nicht ermittelt werden, vielmehr war der Prozefi 
bereits vollzogen, wenn das Beobachtungsrohr beschickt und in 
den Polarisationsapparat eingelegt worden war. Erscheinungen 
vom Charakter der Multirotation wurden niemals beobachtet. 

a- und b-nucleinsaures Natrium verhielten sich bei diesen 
Versuchen vollkommen gleich. Bei a-nucleinsaurem Natrium 
ergab sich aber eine wichtige Besonderheit. Mit dem Ver- 
schwinden der optischen Aktivitaét war namlich hierbei auch 
ein Verschwinden der Gelatinierfaihigkeit verbunden. Diese trat 
aber ebenfalls wieder auf, wenn nach Neutralisation der alkali- 
schen Reaktion die optische Aktivitit wiederhergestellt wurde. 

Daf Natronlauge imstande ist, die Gelatinierfihigkeit 
des a-nucleinsauren Natriums aufzuheben, ist eine seit langem 
bekannte Tatsache. Eine Erklarung war aber bis jetzt nicht 
miglich. Worauf es hier ankommt, ist die enge Beziehung 
zwischen Gelatinierfaihigkeit und optischer Drehung, eine Ab- 
hingigkeit, fiir die im Laufe dieser Arbeit noch weitere Bei- 
spiele mit anderen Eingriffen angefiihrt werden sollen. Bei 
b-nucleinsaurem Natrium kann eine solche Abhangigkeit des- 
wegen nicht bestehen, weil b-nucleinsaures Natrium iiberhaupt 
nicht gelatiniert. 

Eine gewisse Abhangigkeit der Gréfie der optischen 
Drehung von der Reaktion ist schon von Walter Jones’) 
beobachtet worden. Dieser Autor wandte zur Hervorrufung 
der alkalischen Reaktion Ammoniak an. Eine védllige Inakti- 
vierung konnte er aber — aus spiter zu erkennenden Griinden 
— nicht beobachten. Es kam ihm auch weniger darauf an, 
eine Verringerung der Drehkraft nachzuweisen, als vielmehr 
zu zeigen, da auch Nucleinsiuren anderer Herkunft sich gleich 
verhielten, woraus er auf eine Identitét der Nucleinsdéuren 





1) W. Jones, Journ. of Biol. Chem., Bd. 5, 8. 11 (1908). 
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schloB, eine Folgerung, die in diesem Ausmafe schon aus dem 
Grunde unberechtigt ist, weil z. B. Thyminsaure sich ebenso 
verhailt. Jones hat jedoch nicht die Abhingigkeit der 
Drehung von der Reaktion auf eine einfache Beziehung zuriick- 
gefiihrt, was auch, wie weiter unten auseinandergesetzt werden 
wird, unméglich ist, wenn man zur Herbeifiihrung der alkali- 
schen Reaktion Ammoniak verwendet. 

Hine nur quantitative Anderung des optischen Drehver- 
mégens wiirde keine auffallige Erscheinung sein, sind doch 
optisch aktive Siiuren bekannt, die als Alkalisalze sogar eine 
entgegengesetzte Drehrichtung zeigen. In diesen Fillen bleibt 
der Kérper optisch aktiv. Hier handelt es sich aber, und das 
mufs mit Nachdruck betont werden, um ein vollkommenes 
Verschwinden jeglicher optischen Aktivitét, und der Null- 
wert der Drehung ist nicht etwa ein Ubergangsstadium in die 
entgegengesetzte Drehrichtung oder eine Zufallserscheinung; 
denn es konnte auch mit einem vollkommenen Lippichschen 
Halbschattenapparate keine Spur von Drehung mehr beobachtet 
werden, und wihrend gewdhnliches, aktives, nucleinsaures 
Natrium hinsichtlich seiner Drehkraft eine grofie Abhingigkeit 
von der Konzentration und eine sehr erhebliche Abhingigkeit 
von der Temperatur aufweist, blieb einmal inaktiviertes nuclein- 
saures Natrium auch bei verschiedenen Temperaturen und ver- 
schiedenen Konzentrationen véllig inaktiv. 

Aus den wenigen bisher angefiihrten Tatsachen geht 
wohl schon hervor, daf} das Natriumhydroxyd mit dem nuclein- 
sauren Natrium eine Salzbindung eingegangen ist, dafi dieses 
Salz optisch inaktiv ist, und daf} damit weitere Siuregruppen 
oder als Siéure wirkende Gruppen aufgefunden worden sind, 
die von ganz besonderer Art sein miissen. Diese Siuregruppen 
sind sehr schwach; denn die Natriumsalze derselben zeigen 
weitgehende hydrolytische Dissoziation, und das inaktive nuclein- 
saure Natrium reagiert deswegen stark alkalisch. In der Tat 
konnten diese schwachen Séuregruppen mit Indikatoren nicht 
nachgewiesen werden. 

Es gibt nun eine iiberraschend einfache Methode, die 
»Stiirke* dieser Siuregruppen abzuschiitzen: Eine beliebige 
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(inaktive) Saéure, die man zu inaktiviertem nucleinsauren 
Natrium hinzusetzt, hebt dann den Salzzustand dieser schwachen 
Siuregruppe auf, wenn sie ,stiirker“ ist als diese. Die Auf- 
hebung des Salzzustandes erkennt man aber bequem an dem 
Wiederauftreten der Drehung. Man hat also nur ndtig, das 
nucleinsaure Natrium mit Natronlauge eben zu inaktivieren 
und eine aquivalente Menge der zu vergleichenden Siure zu- 
zusetzen. Tritt Drehung auf, so muf die vergleichende Siiure 
, stirker* sein als die Siuregruppen indem nucleinsauren Natrium, 

Derartige Versuche haben nun ergeben, dafi die neuen 
Saiuregruppen nicht nur schwicher als die Essigsiiure (die von 
der Phosphorsiure herriihrenden Sauregruppen sind stiirker 
als Essigsiiure), sondern auch schwicher als die Kohlensiiure 
sind, ja sogar schwicher als der Il. Dissoziationsgrad in der- 
selben; denn KEinleiten von Kohlendioxyd oder Zusatz von 
Natriumbicarbonat stellen die Drehung wieder her, wiihrend 
chemisch neutral gebaute Salze, z. B. Natriumchlorid, natiirlich 
keinerlei Hinfluf§ auf den inaktiven Zustand des inaktivierten 
nucleinsauren Natriums ausiiben. Da auch das Phenol inm- 
stande ist, den Salzzustand aufzuheben, so ist die Stirke der 
neuen Siéuregruppen in dem nucleinsauren Natrium schwiicher 
als der Saurecharakter des Phenols. Der Wert der Dissozia- 
tionskonstante wird demnach unter 5,8-10—'! liegen. 

In Anbetracht des geringen Dissoziationsgrades der Siéure- 
gruppen ist es nicht verwunderlich, dafi} schwichere Basen 
keine bestiindigen Salze mehr bilden kénnen. Gibt man zu 
inaktiviertem nucleinsauren Natrium die faquivalente Menge 
Ammoniumchlorid, so tritt Drehung wieder fast im alten Betrage 
auf, weil die Saiuregruppen unter Bildung von Ammoniak und 
Natriumchlorid frei werden. Erst ein grofier Uberschu8 von 
Ammoniak 1lafit die spezifische Drehung sinken (vgl. Jones). 
Die Ammoniumsalze der Siuregruppen neigen also zum hydro- 
lytischen Zerfall. 

Von Wichtigkeit ist nun die Frage nach dem Orte dieser 
Sauregruppen, besonders wenn man beriicksichtigt, dafi Levene 
in seiner Nucleinsiureformel') eine durch die Phosphorsaure 





1) Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, S. 417. 
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hervorgerufene sechsbasische Natur der Nucleinsiure voraus- 
setzt, wahrend bis jetzt nur ein vierbasischer Charakter be- 
wiesen ist. Sollten die neu aufgefundenen Siéuregruppen mit 
den von Levene geforderten, aber noch nicht nachgewiesenen 
iiberzihligen Phosphorsiurevalenzen identisch sein? Ich halte 
dies fiir sehr unwahrscheinlich. 


Zunichst ist die grofe Schwiche der neuen Siure- 
cruppen etwas, was gegen die Wahrscheinlichkeit spricht, 
dafs die Siéuregruppen durch Phosphorsiiure hervorgerufen 
werden; denn idberall da, wo uns im Bereiche der Nuclein- 
siiure und ihrer Derivate Phosphorsdéuregruppen entgegentreten, 
sind sie von so grofjer Starke, dai sie bestindige Baryum- 
und sogar bestindige Brucinsalze bilden kénnen. So stellte 
Levene ein vierbasisches Brucinsalz seiner ,Cytosin-Hexose- 
Diphosphorsidure‘* dar, die man schematisch in folgender Weise 
zum Ausdruck bringen kann: 


= Phosph orsdure\ 


re Phosphorsiure 


Ferner spricht gegen die Annahme von Phosphorsiiure- 
gruppen die so leicht reversible innere Umlagerung, die sich 
bei der Salzbildung im Molekiil desjenigen Komplexes voll- 
zieht, der allein fiir die optische Aktivitét verantwortlich zu 
machen ist: nimlich im kohlenhydratahnlichen Kérper. Dieser 
Vorgang spricht eher fiir die Beteiligung einer organischen 
als einer Phosphorsiuregruppe. 


Kohlenhydrat — Cytosin. 


Es mufte nun weiter die Frage beantwortet werden, ob 
etwa die in der Nucleinsiure vorhandenen Basen an dem Vor- 
gange der Inaktivierung beteiligt sind. Dies konnte, soweit die Pu- 
rinbasen in Betracht kommen, experimentell in verneinendem 
Sinne entschieden werden; denn die Thyminsiiure wurde ebenso 
in alkalischer Lisung inaktiv. 


Praparative Darstellung des inaktiven nucleinsauren 


Natriums. 


Man lést nucleinsaures Natrium zu etwa 5—10°/, in 
Wasser, gibt etwa vier Molekiile Natronlauge hinzu und ver- 
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mischt mit 3 Volumina Alkohol. Es entsteht eine milchige 
Triibung, die nach Zusatz von etwas konzentrierter Natrium- 
acetatlésung als inaktives Natriumsalz der Nucleinsiure aus- 
geflockt wird. Das inaktive a-nucleinsaure Natrium fillt be; 
geniigendem Alkoholzusatz flockig, das inaktive b-nucleinsaure 
Natrium aber stets sirupartig aus. Nach dem Absitzen ent- 
wissert man die Niederschlige mit Alkohol und trocknet im 
Exsikkator, 
Higenschaften. 

Das inaktive nucleinsaure Natrium stellt.ein weifies, al- 
kalisch reagierendes, bei feuchter Luft sehr hygroskopisches 
Pulver dar, das in Wasser viel leichter léslich ist als die 
aktiven Formen. In allen anderen Lésungsmitteln hingegen 
ist es unldslich. Frisch bereitet gelatiniert eine wisserige 
Lésung von inaktivem a-nucleinsauren Natrium nicht, auch nicht 
in hoher Konzentration oder in Gegenwart von Salzen (Natrium- 
acetat). Beim lingeren Stehen an der Luft (iiber Nacht) 
wird jedoch Kohlensiure angezogen, wodurch die schwachen 
Saiuregruppen frei werden, und sowohl Gelatinierung als auch 
optische Drehung allmihlich wieder auftreten. Die inaktiven 
Salze der Nucleinsiuren sind mit Alkohol viel schwieriger zu 
fillen als die gewéhnlichen aktiven Formen. Der Geschmack 
ist ziemlich stark, aber rein alkalisch, etwa wie Soda (gewoéhn- 
liches nucleinsaures Natrium ist geschmacklos). 


Uber die Anzahl der vorhandenen Saiuregruppen. 


Weiter mufite die Frage nach der Anzahl der neuen 
Saiuregruppen untersucht werden. Hier ergab sich zunichst, 
dai etwa Natriumbestimmungen in dem inaktiven nuclein- 
sauren Natrium keinen befriedigenden Aufschluf geben kénnen. 
Denn einerseits hat das nucleinsaure Natrium ein hohes Mole- 
kulargewicht (ca. 1400), und es sind bereits im vierbasischen 
Salze 4 Atome Natrium vorhanden. Dann aber ist das nuclein- 
saure Natrium amorph, die Analysenzahlen sind deswegen nicht 
in dem Mae auszunutzen wie bei kristallisierten Kérpern, 
nnd endlich enthalten die Priaparate stets unkontrollierbare 
Mengen fremder Aschenbestandteile, die die Natriumbestim- 
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mungen in hohem Grade fialschen kénnen, besonders wenn man 
beriicksichtigt, daf} nucleinsaures Natrium zum Ausflocken mit 
Alkohol immer der Gegenwart von Salzen (Natriumacetat) 
bedarf. 

Aus diesen Griinden wurden andere Methoden angewandt. 
Es wurde zunachst versucht, Klarheit iiber den Verlauf der 
Inaktivierung zu verschaffen. In einer Reihe von Versuchen 
wurden die spezifischen Drehungen des nucleinsauren Natriums 
bei konstanter Temperatur und in konstanter Konzentration, 
aber mit wechselndem Alkaligehalte beobachtet, und zwar 
wurden die zugesetzten Alkalimengen von '/, zu '/, Molekiil 
NaOH (auf ein Molekiil nucleinsaures Natrium gerechnet) ab- 
gestuft. In den Versuchen wurden je 1 g nucleinsaures Natrium 
(von lufttrockenem entsprechend mehr) in einem 10 ccm -fas- 
senden Mefikélbchen in etwas Wasser gelést, die berechnete 
Menge Natriumhydroxyd in Form von "/,,- oder "/,-Natron- 
lauge zugefiigt, bis zur Marke aufgefiillt, und im Polarisations- 
apparate beobachtet. Es wurde mithin eine ,Titration* aus- 
gefiihrt mit der optischen Drehung als ,Indikator‘. 

Das benutzte nucleinsaure Natrium war nicht vollig neu- 
tral, weder gegen Indikatoren, noch hinsichtlich des Verhaltens 
der spezifischen Drehung; denn es konnte etwa ?/, Molekiil 
NaOH zugesetzt werden, ohne da die spezifische Drehung 
abnahm. Die beobachteten Werte waren folgende (c = 10; 
k= 1; t= 21"): 











Anzahl der NaOH-Mol. | 0. | [a] : 
stings Sg igs tree. PRANK 8,03 ° | 80,3° 
1/, (zur Neutralisation) . 8,00° | 80,0? 

WOR wk Lm 6,01° | 60,1° 
iat a he el ee 3,85 ° 38,5 ° 

Mo a ee ae ee 

A i 2 ES gene Sis 0° 0° 
ae ee 0° | 0° 


Bringt man diese Werte in einer Kurve zum Ausdruck, 
deren Abszissen die Anzahl der Molekiile NaOH (auf ein Mole- 
kiil nucl. Natr. gerechnet), deren Ordinaten die spezifischen 
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Drehungen bei den entsprechenden Alkalimengen darstellen, 
so erhalt man das Bild der Figur 1. 
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Das erste wichtige Ergebnis der Kurve ist der gerad- 
linige Verlauf derselben, der anzeigt, daf der Prozefi ein pro- 
portionaler ist und mithin den Charakter einer Salzbildung 
trigt. Im hohen Grade auffallig aber muf die Tatsache sein, 
daf} 2 Molekiile NaOH zur optischen Inaktivierung unter Salz- 
bildung ausreichen, wihrend doch im ganzen vier kohlen- 
hydratéhnliche Komplexe in der Nucleinsiure vorhanden sind. 
Bevor man aber aus dieser Erscheinung die Konsequenzen 
zieht, mufite man auf andere Weise den Gehalt an eingetre- 
tenen Na-Atomen ermitteln. 

Ich stellte mir inaktives nucleinsaures Natrium dar, und 
zwar wurde diesmal zur Lésung des nucleinsauren Natriums 
ein erheblicher UberschuB von NaOH zugesetzt (6—8 Molekiile). 
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Nach der Fallung mit Alkohol iiberzeugte ich mich davon, ob 
auch nicht etwa ein hydrolytischer Zerfall der Salze, der einen 
zu geringen Na-Gehalt vortaéuschen kénnte, eingetreten war. 
Da der Kérper noch optisch inaktiv war, so entfiel dieser Ver- 
dacht. Nun wurde der alkalisch reagierende Kérper mit 
n/,-saure zuriicktitriert unter Verwendung der verschiedensten 
Indikatoren. Die erzielten Resultate waren nicht scharf, weil 
nach der Neutralisation des alkalisch reagierenden Salzes nicht 
etwa freie Titriersdure auftritt, die einen scharfen Indikator- 
umschlag bewirken kénnte, sondern die viel schwichere freie 
Nucleinsiure. Versuche an gewohnlichem nucleinsauren Natrium 
unter Hin- und Hertitrieren ergaben, dafi man bei derartigen 
Titrationen mit einer Fehlerquelle von + 0,4 Molekiile NaOH 
rechnen muf}. In dieser Weise wurden nun etwa ein Dutzend 
Titrationen von inaktivem nucleinsauren Natrium ausgefiihrt, 
aber niemals wurde das Vorhandensein von weiteren 4 Natrium- 
atomen festgestellt, vielmehr deuteten alle Versuche auch hier 
darauf hin, daf} nur 2 von den schwachen Siuregruppen vor- 
handen sind. Ich lasse hier einige dieser Versuche folgen: 

0,4950 g entsprachen 7,6 ccm 0/,,-Siure (Indikator Phenolphthalein) 

0,6622 , S68 « Wa 2 ( ‘ Lackmus) 

0,1988 , ‘ ae ..c: Wis « ( ‘ Methylorange) 

Gefunden: 2,2; 2,08; 2,8 Atome Na. 

Man muf also mit der Tatsache rechnen, daf} in der Tat 
zwei Molekiile Natriumhydroxyd imstande sind, das ganze 
Molekiil der Nucleinsiure zu inaktivieren, obgleich von den 
Komplexen, die allein die optische Aktivitit bedingen kénnen, 
im ganzen vier vorhanden sind. Ich kann nicht umhin zu 
betonen, dafi dieses Ergebnis‘ eine schwerwiegende Kompli- 
kation in sich schlieft, welche die Aufklarung des kohlen- 
hydratihnlichen Kérpers in der Nucleinsiiure sehr behindert; 
denn man mu mit der Méglichkeit rechnen, dafi in der Nuclein- 
siiure zwei verschiedene kohlenhydratihnliche Komplexe vor- 
handen sind, von denen die einen beiden die beschriebene 
Kigentiimlichkeit zeigen, unter Salzbildung inaktiv zu werden, 
wihrend die anderen beiden iiberhaupt optisch inaktiv sind, 
oder doch inaktiv erscheinen. Diese Vorstellung findet eine 
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Stiitze in der Tatsache, daf} die Purinnucleotide sich in Wirk- 
lichkeit ganz anders verhalten als die Pyrimidinnucleotide; 
wird z. B. Nucleinséure mit 2°/,iger Schwefelsiure gekocht, 
so sind die Pyrimidinnucleotide noch nach. zweistiindiger 
Kochdauer unversehrt (Levene), wihrend die Purinnucleotide 
bereits in ebensoviel Minuten ihre Purinbasen verlieren und 
weiterhin zerstért werden. Hine weitere wesentliche Klaérung 
dieser Frage wird man von dem Verhalten der von Levene 
isolierten Cytosin-Hexose-Diphosphorsiure und ihrer Verwand- 
ten, der Thymin-Hexose-Diphosphorsiure, erwarten. Levene 
gibt fiir diese nucleotidihnlichen Kérper Rechtsdrehung an. 
Uber ihr optisches Verhalten zu Alkalien werde ich Versuche 
anstellen. 


Wie soll man sich den Vorgang der Inaktivierung er- 
kliren? Unter der Voraussetzung, dafi sich diese Erscheinung 
nur an zwei kohlenhydratihnlichen Komplexen abspielt, kénnte 
man geneigt sein, den Vorgang etwa folgendermafien darzu- 
stellen: 

In dem gewohnlichen vierbasischen nucleinsauren Natrium 
sind an zwei von den kohlenhydratihnlichen Komplexen je eine 
Saiuregruppe oder als Siiure wirkende Gruppe vorhanden. Sind 
diese im Siaurezustande, also wegen ihrer grofien Schwiiche 
nicht elektrolytisch dissoziiert, so ist das nucleinsaure Natrium 
aktiv und gelatiniert in seiner a-Form. Sind sie aber als 
Alkalisalze vollkommen dissoziiert, so tritt zugleich eine Um- 
lagerung in den kohlenhydratihnlichen Komplexen ein, mithin 
ist das elektrolytisch vollstindig dissoziierte Salz, d. h. das 
Ion, optisch inaktiv, und die innere Umlagerung kennzeichnet 
sich in einer Anderung einer weiteren physikalischen Eigen- 
schaft: Das inaktive a-nucleinsaure Natrium gelatiniert nicht 
mehr. Ein wesentlicher Unterschied der beiden Modifikationen 
bestiinde dann darin, daf} die Siuregruppen in der aktiven Form 
nicht elektrolytisch dissoziiert, in der inaktiven Modifikation 
aber vollkommen dissoziiert vorkommen. 

Ich habe nun aber eine Reihe von Erscheinungen beob- 
achtet, die darauf hindeuten, daf der Dissoziationsgrad der 
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Siiuregruppen garnicht das Wesentliche ist, dafi vielmehr jene 
Umwandlung, die sich in der Verinderung der optischen Dreh- 
kraft und der Gelatinierfaihigkeit kundtut, auch eintreten kann, 
wenn die Saéuregruppen sich in nicht dissoziiertem Zustande 
befinden. Da dieser Umstand fiir die Auffassung des ganzen 
Vorganges von grundlegender Bedeutung ist, so sollen im fol- 
genden diese Erscheinungen besprochen werden. 


I. Die Herabsetzung der Gelatinierfaihigkeit und der 
optischen Drehkraft auch durch Siuren. 


Es ist eine seit langem bekannte Tatsache, dafi auch 
Kssigsiure die Gelatinierfaihigkeit des a-nucleinsauren Natriums 
herabsetzen kann. Da ich nun eine enge Beziehung zwischen 
Gelatinierfiihigkeit und optischer Drehung nachgewiesen habe, 
so lag die Vermutung nahe, dai durch Essigsaéure auch die 
spezifische Drehung des nucleinsauren Natriums herabgesetzt 
werden kénne. Dies ist in der Tat der Fall, wie folgender 
Versuch lehrt: 


Nucleinsaures Natrium wurde zu gleichen Konzentrationen 
einmal in Wasser, das andere Mal in 10°/,iger Essigsaure 
gelést, die optischen Werte waren folgende: c=8; |=1; 

— 9) 0 


0,800 g in Wasser zu 10 cem gelist: « = 4,39° 
0,800, , 10°/,iger Essigsiure zu 10 ccm gelist « — 2.39° 


22° . ro e bd o 
[2] 5 in Wasser — 58,0°; in Essigsiure — 50,0°. 


Durch Essigsiiure wird also die spezifische Drehung auf 
die Hialfte reduziert. Dementsprechend wurde auch eine voll- 
kommene Aufhebung der Gelatinierfihigkeit nicht beobachtet, 
sondern nur eine Herabsetzung. Hat das verwendete a-nuclein- 
saure Natrium wegen gréftenteils erfolgten Abbaus in die 
b-Modifikation einen Gallertschmelzpunkt, der nicht sehr wesent- 
lich iiber Zimmertemperatur liegt, so kann durch Zusatz von 
Kssigsiure eine vollkommene Aufhebung der Gelatinierfahig- 
keit vorgetiuscht werden. 

Der Versuch mit Essigsiure steht aber mit der oben 
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entwickelten Theorie des Vorganges in Widerspruch. KEssig- 
siure ist ein Elektrolyt mit gleichem Ion (H-Ion) wie die Saure- 
gruppen. Mithin muf Essigsiure den Dissoziationsgrad der 
Saiuregruppen verringern, und die spezifische Drehung sowie 
die Gelatinierfahigkeit miibten zunehmen. Wenn nun auch 
wegen des ohnehin sehr geringen Dissoziationsgrades der 
schwachen Siuregruppen dies am optischen Verhalten kaum 
festzustellen wire, so diirfte doch auf keinen Fall eine starke 
Herabsetzung der Rotation und Gelatinierfahigkeit platzgreifen. 
Da diese aber doch beobachtet worden sind, so beweist der 
Versuch, daB eine Herabsetzung der Aktivitéit und der 
Gelatinierfihigkeit auch bei freien, nicht dissozi- 
ierten Siuregruppen méglich ist. 


II. Die Erhéhung der Gelatinierfahigkeit und spezi- 
fischen Drehung durch Salze (Natriumacetat). 


Es ist ferner eine seit langem bekannte Erscheinung, 
dafi Salze (Natriumacetat) imstande sind, die Gelatinierfahig- 
keit des a-nucleinsauren Natriums zu erhéhen. Versuche, die 
ich in dieser Richtung angestellt habe, zeigten, daf} solche 
Salze, die wegen weitgehender hydrolytischer Dissoziation 
OH-Ionon abspalten, die Gelatinierfaihigkeit herabsetzen kénnen, 
z. B. Natriumearbonat. Friihere Versuche’) ergaben z. B. den 
Gallertschmelzpunkt einer 5°/,igen Gallerte in Wasser zu 60°, 
in n-Natriumcarbonatlésung zu 56°. Eine Erklirung ergibt 
sich sofort aus der Méglichkeit einer, wenn auch nur geringen 
Salzbildung infolge Vorhandenseins der OH-Ionen. Neutral sich 
verhaltende Salze, oder solche Salze, die nur verhiltnismafig 
sehr wenig hydrolytisch dissoziiert sind, wie z. B. Natrium- 
acetat, setzen den Gallertschmelzpunkt sehr erheblich herauf. 
Durch die Gegenwart von 20°/, Natriumacetat wurde z. B. 
der Gallertschmelzpunkt einer 5°/,igen Gallerte um 17° er- 
héht. Entsprechend der Abhingigkeit der Gelatinierfaihigkeit 
von der optischen Drehung war hier zu erwarten, dal auch die 
optische Drehung durch Natriumacetat heraufgesetzt werden 


1) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 169. 
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kann. Dies ist in der Tat der Fall, wie nachstehender Ver- 


such zeigt. 
0,4087 g nucl. Natr. in Wasser zu 10 ccm gelést. 1—1, t = 23°, 
e = 4,09; «a = 2,68°. 
0,4070 g nucl. Natr. in 10°/,iger Natriumacetatlisung zu 10 ccm 
geltet. 1= 1, t= 2", «= 407, a= 560". 
Die spezifischen Drehungen betragen mithin: 
239 
D — 85,6° 
b) in Natriumaéetatlisung [a] 


a) in Wasser [4] 
23° 
D 


Auch diese Erscheinung widerspricht der entwickelten 
Theorie, wonach mit der Umlagerung auch eine Anderung des 
Dissoziationszustandes einhergehen miisse. Natriumacetat ist 
in bezug auf die schwachen Saéuregruppen kein Elektrolyt 
mit gleichem Ion, ein erhebliches Riickgiingigwerden des Disso- 
ziationsgrades der Séuregruppen ist also durch Natriumacetat 
nicht zu erwarten. Aufierdem sind die freien Siiuregruppen 
wegen ihrer Schwiche in einem derartig geringen Dissoziations- 
zustande, daf} ein weiteres Verringern dieses Zustandes optisch 
nicht zu bemerken wire. Dennoch ist eine erhebliche Herauf- 
setzung der spezifischen Drehung und der Gelatinierfaihigkeit 
durch Natriumacetat zu beobachten. 


== 760°. 


III. Die aubergewodhnlich groBbe Abhingigkeit der 
spezifischen Drehung von der Temperatur. 


Es zeigte sich, daf} die spezifische Drehung und damit 
auch der Gallertzustand in auferordentlichem Mafie beeinfiuf- 
bar ist durch die Temperatur, und zwar bewirkt Temperatur- 
erhéhung einen Abfall der spezifischen Drehung und eine Ver- 
minderung der Gelatinierfahigkeit bis zu fast vélligem Ver- 
schwinden der spezifischen Drehung, die bei 100° nur noch 
wenige Grade betriigt. Auch diese Erscheinung kann nicht aus 
dem Dissoziationszustande der Saéuregruppen erklart werden. 
Zwar wird durch Temperatursteigerungen der Dissoziations- 
zustand von Siuren erhéht, aber nur in geringen Grenzen. 
Wenn aber hier die Abnahme der optischen Drehung Hand 
in Hand gehen wiirde mit der Zunahme der elektrolytischen 
Dissoziation, so miiBten bei 100°, bei welcher Temperatur die 
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spezifische Drehung nur wenige Grade betragt, die Saure- 
gruppen sich in fast véllig dissoziiertem Zustande befinden, 
die Sauregruppen miifjten dann bei hoher Temperatur hinsicht- 
lich ihrer Stirke den Charakter von starken Mineralsiiuren 
haben, was natiirlich ausgeschlossen ist. 

Man kénnte hier einwenden, die Abnahme der spezifischen 
Drehung bei steigender Temperatur sei eine bei vielen Sub- 
stanzen beobachtete Erscheinung und brauche garnichts Spezi- 
fisches zu sein, ganz besonders brauche sie nicht der Ausdruck 
fiir die oft besprochene innere Umlagerung zu sein. 

Da dieser Einwand berechtigt ist, so mufite erst unter- 
sucht werden, ob der beim Erhitzen beobachtete Absturz der 
Rotation iiberhaupt der Ausdruck fiir die Umlagerung inner- 
halb der kohlenhydratihnlichen Komplexe ist oder eine Zu- 
fallserscheinung. In der Gelatinierfaihigkeit haben wir nun 
aber ein zuverlissiges Mittel kennen gelernt, die innere Um- 
lagerung auferlich zu erkennen; wenn sich also auch bei den 
Erscheinungen, wie sie beim Erhitzen auftreten, eine enge Be- 
ziehung zwischen optischer Drehung und Gallertzustand 
ergeben sollte, so wire es sehr wahrscheinlich, daf} auch hier 
die drei Dinge: Innere Umlagerung, optische Drehung und 
Gelatinierfiihigkeit, voneinander abhingig sind. Die Bezie- 
hungen zwischen optischer Drehkraft und Gallertzustand sind, 
wie gezeigt werden wird, gerade beim Erhitzen so iiberraschend, 
dai an einer engen Abhingigkeit dieser beiden physikalischen 
Erscheinungen nicht gezweifelt werden kann. 

Die Untersuchungen selbst wurden so ausgefiihrt, da bei 
einer ungefihren Konzentration von 10 g in 100 ccm die spezi- 
fischen Drehungen bei steigender Temperatur (von 5—100°) 
beobachtet wurden. Die Anderungen, die sich hinsichtlich der 
Konzentration bei verschiedenen Temperaturen ergaben, 
wurden unberiicksichtigt gelassen, weil sie in Anbetracht der 
grofien Verschiebungen, die in den Werten der spezifischen 
Drehung auftraten, nur geringfiigig sind. Beim Abkiihlen der 
im Beobachtungsrohr erhitzten Lésung von nucleinsaurem 
Natrium wurden die Werte bei den wihrend des Anstieges 
gewihlten Temperaturen kontrolliert: Es ergab sich, dafi die 
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in der Hitze aufgetretene fast véllige Inaktivierung reversibel 
war, und zwar trat die Drehkraft in genau der gleichen Weise 
beim Abkiihlen wieder auf, wie sie beim Erwarmen abge- 
nommen hatte; denn bei gleichen Temperaturen wurden gleiche 
spezifische Drehungen ermittelt. 


Die im einzelnen beobachteten Werte waren folgende: 
l= I; ¢ = 9,58. 

















Temperatur 0 [a] :. 

7* 6,89 ° 71,8° 
10° 6,74° 70,3 ° 
15° 6,39 ° 66,6° 
20° 6,01 ° 62,7 ° 
25 ° 0,24° 54,6 ° 
30° 4,64° 48,4° 
35 ° 8,89 ° 40,5° 
40° 3,14° $2,7° 
45° 2,64° 27,0° 
50° 2,14° 223° 
60° 1,64° 17,1° 
70° 1,14° 11,9° 
80 ° 0,89° 9,3° 
90° 0,74° 7,7° 
100° 0,64° 6,7° 


Wie man sieht, iibertreffen die Anderungen, wie sie hier 
bei Temperaturunterschieden beobachtet wurden, bei weitem 
die bei aktiven Substanzen sonst iiblichen Schwankungen in 
der spezifischen Drehung. Um die Werte besser vergleichen 
zu kénnen, wurden sie in einer Kurve zum Ausdruck gebracht, 
deren Abszissen die Temperaturen, deren Ordinaten die bei 
diesen Temperaturen beobachteten spezifischen Drehungen dar- 
stellen. Man erhalt so die Kurve der Fig. 2. 

Zunichst mu’ man feststellen, dafi die Kurve nicht, wie 
die der Fig. 1, eine gerade Linie darstellt, der Vorgang also 
kein proportionaler ist. Vielmehr tritt in der Abnahme der 
spezifischen Drehungen in der Nahe des Siedepunktes des 
Wassers ein Gleichgewichtszustand ein, der auch durch weitere 
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Temperatursteigerungen nicht mehr wesentlich beeinfluBt wer- 
den kann. 

Nun sollte, wie erinnerlich, der Nachweis gefiihrt werden, 
dafi der Abfall der spezifischen Drehung auch wirklich der 
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Ausdruck fiir die besprochene innere Umlagerung in den kohlen- 
hydratihnlichen Komplexen ist. Wenn das der Fall ist, so 
mufite auf Grund unserer friiheren Erfahrungen auch eine ent- 
sprechende Abnahme der Gelatinierfahigkeit zu beobachten sein. 
Dies ist in der Tat der Fall. Die Gallerte wird bei héherer 
Temperatur weicher. Fihrt man die Beziehungen zwischen 
Umlagerung, optischer Drehung und Gelatinierfaihigkeit bis zur 
letzten Konsequenz durch, so kommt man zu dem Schlusse, 
dai bei der Temperatur, bei der das Drehvermégen gleich 0 
wird, auch die Gelatinierfahigkeit gleich 0 sein muf: Mithin 
muff diese Temperatur der theoretische Schmelzpunkt 
der Gallerte von a-nucleinsaurem Natrium bei der 
der optischen Beobachtung zugrunde gelegten Kon- 
zentration sein. Nun wird aber die optische Drehung auch 
bei 100° nicht villig 0, sondern bleibt, wenn auch in geringem 
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Betrage (ca. 7°) bestehen, der sich bei weiterer Temperatur- 
steigerung nur unwesentlich indert. Dies deutet offenbar an, 
das wirklich unversehrtes a-nucleinsaures Natrium in der be- 
obachteten Konzentration c = 10 gar keinen richtigen Schmelz- 
punkt hat, sondern daf} vielmehr bei 100° bestenfalls eine 
Erweichung bis vielleicht zur Dickfliissigkeit zu beobachten 
ist, die sich bei Temperaturen um 100° nicht mehr wesent- 
lich andern kann. 

Die experimentelle endgiiltige Klirung dieser Frage ist 
natiirlich abhangig von der Darstellbarkeit eines wirklich un- 
versehrten a-nucleinsauren Natriums von maximaler Gelatinier- 
fihigkeit. 

Die Darstellbarkeit eines solchen Priparates ist nun 
keineswegs eine Selbstverstindlichkeit. Denn sowohl nach dem 
Neumannschen Verfahren ') als auch nach der von mir?) modi- 
fizierten Methode wird ein halbstiindiges Kochen der Thymus- 
driisenmasse mit Natronlauge gefordert. Nun besteht gar kein 
Zweifel, dafi durch dieses Erhitzen mit Natronlauge ein Teil 
des a-nucleinsauren Natriums in die nicht gelatinierende b-Form 
umgewandelt wird, wenn nichts Schlimmeres (Zersetzung der 
Nucleinsiure) eintritt. Infolgedessen erhilt man mit solchen 
Priiparaten nicht die theoretisch geforderten hohen Schmelz- 
punkte. Wiirde man auf das halbstiindige Kochen mit Natron- 
lauge verzichten, so wiirde das Eiweif} nicht geniigend de- 
naturiert werden, und nach dem Neutralisieren mit Essig- 
siiure und Fallen mit Alkohol erhielte man nicht nucleinsaures 
Natrium, sondern unlésliches nucleinsaures Eiweifi. 

Ich habe nun eine Methode ausgearbeitet, mit der diese 
Schwierigkeiten iiberwunden werden kénnen. Eine genaue 
Beschreibung soll einer spiteren Arbeit vorbehalten bleiben; 
hier will ich nur auf das Prinzip eingehen. 

Die zerkleinerte Driisenmasse wurde in Wasser bei 95° 
suspendiert und die Natronlauge zugegeben. Der groéfite Teil 
der Masse léste sich momentan und das Geléste wurde von 
dem Ungelésten in wenigen Augenblicken mittels Durchseihens 





) Archiv fiir Physiologie 1899, Suppl., S. 553. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 90, S. 261. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIV. 
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durch ein Sieb getrennt. Wiirde man nun nach der alten 
Methode mit Essigsiure neutralisieren und mit Alkohol fillen. 
so erhielte man, wie gesagt, kein nucleinsaures Natrium, son- 
dern unlisliches nucleinsaures EiweiB. Es zeigte sich aber, 
dafi, wenn man aus alkalischer Liésung mit Alkohol fillte, 
dann das Eiweif} aus der Salzbindung mit der Nucleinsiure 
ferngehalten wurde. Wiirde man aber die alkalische verfliissigte 
Driisenmasse ohne weiteres mit Alkohol zu fallen versuchen, 
so wiirde man gar keinen Niederschlag von nucleinsaurem 
Natrium erhalten; denn es wiirde ja das inaktive Salz ent- 
stehen, und dieses ware wegen seiner schwierigen Fiillbarkeit 
aus der alkalischen Eiweiflésung gar nicht als fabbarer Nieder- 
schlag zu bekommen. Versetzt man nun aber die alkalische 
Lisung mit einer der Natronlauge dquivalenten Menge Ammo- 
niumchlorid, so bildet sich, wie eingangs auseinandergesetzt, 
sofort die leicht faillbare aktive Modifikation, wihrend das an 
die Stelle der Natronlauge getretene Ammoniak noch eine 
geniigend starke Base ist, um das Eiweifi aus der Salzbindung 
mit der Nucleinsiiure abzuhalten. 

Versetzt man also nach der auf Natronlaugezusatz augen- 
blicklich eingetretenen Verfliissigung sofort mit Alkohol und 
Ammoniumchlorid, so erhalt man, wie man sieht, ein a-nuclein- 
saures Natrium zuniichst als Rohprodukt, das tatsichlich nur 
momentan der Natronlaugenwirkung ausgesetzt war. 

Derartig dargestellte Priiparate wurden nun hinsichtlich 
des Verhaltens ihrer Gallerten gepriift, und zwar wurde, ent- 
sprechend der Konzentration bei den optischen Versuchen, auch 
hier eine Konzentration von annihernd 10 g auf 100 ccm ge- 
wihlt; doch konnte die Lésung wegen zu intensiver Gallert- 
bildung nicht im Mefikélbchen hergestellt werden, sondern 
_ hur gravimetrisch, unter Vernachlassigung des spezifischen Ge- 
wichtes. Schon beim UbergieBen des a-nucleinsauren Natriums 
mit Wasser zeigte sich die hohe Gelatinierkraft dieses Pri- 
parates. Es bildete sich eine feste Masse, die selbst in einer 
Menge von 5 g im Reagensglase kaum durchgeriihrt werden 
konnte. Beim Erhitzen im siedenden Wasserbade konnte die 
Masse erst nach 10 Minuten langem Verweilen im Wasser- 
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bade in Flu® gebracht werden. Sie wurde im maximal er- 
weichten Zustande durch Neigung des Rohres an der Wandung 
ausgebreitet und nach Art der in der bakteriologischen Praxis 
iiblichen schragen Kulturréhrchen erstarren gelassen. Die ent- 
standene Gallerte hatte die Konsistenz von Gummi oder gutem 
erstarrten Tischlerleim. Das Reagensglas wurde nun in einem 
Becherglase mit Wasser steigenden Temperaturen ausgesetzt, 
und da zeigte sich in der Tat das aus der Kurve 2 vorher- 
gesagte Verhalten: Ein eigentlicher Schmelzpunkt war garnicht 
zu beobachten. Erst bei etwa 80° (!) fing die inzwischen weicher 
vewordene Gallerte an, am Glase herunterzulaufen. Dies vollzog 
sich sehr langsam, und bei 90° war das Herunterlaufen noch nicht 
beendet. Die Masse stellte auch bei 100° keine eigentliche Li- 
sung dar, sondern war vielmehr so viskis, dafi eine Filtration 
selbst im siedenden Heifiwassertrichter giinzlich ausgeschlossen 
war. Das Verhalten der Gallerte steht also in vollkommener 
Ubereinstimmung mit den aus der Kurve 2 erwarteten Eigen- 
schaften, und man mui} auch den beim Erhitzen beobachteten 
Absturz der spezifischen Drehung zuriickfiihren auf jene innere 
Umwandlung, die auch in der Anderung des Gallertzustan- 
des zum Ausdruck kommt, und die sich also auch hier wieder 
vollziehen kann, ohne dab der Dissoziationsgrad der 
schwachen Siuregruppen sich wesentlich ainderte. 

Der Vollstindigkeit halber sei hier auch die Abhingig- 
keit der spezifischen Drehung von der Konzentration zahlen- 
mafjig wiedergegeben. Sie ist sehr erheblich, und die spezi- 
fischen Drehungen nehmen mit steigender Verdiinnung ab. In 
unserem speziellen Falle hat dieser Vorgang deswegen weniger 
Interesse, weil sich hier die Abhingigkeit der optischen Drehung 
von der Gelatinierfihigkeit nicht ohne weiteres nachweisen 
lafit, da es an einer brauchbaren Methode fehlt, die Gelatinier- 
fihigkeit bei verschiedenen Konzentrationen (also unab- 
hingig von der Konzentration) zu vergleichen. 


P=: 3; 
1,5 g au 10 cem gelost: ¢ = 12,15 ; «= 9,28 °; [a] == 76,3° 


15, 2 5 «9 :e= 486 ; a=2,50 % [aD — 59,8° 
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15 g zu 50 cem gelist: c— 2,43 ; 2—1,09 °; [a] = 44,8° 
15,» 00 , . :¢= 181; 012; J = 405". 
Man erkennt, daf} die spezifischen Drehungen mit gréBerer 
Verdiinnung bis auf die Halfte abnehmen kénnen. Hochst wahr- 
scheinlich ist damit auch eine entsprechende Abnahme der 
Gelatinierfihigkeit verbunden. Da diese auch auferdem ledig- 
lich wegen der Verdiinnung unter allen Umstiinden eintritt, so 
haben wir in der Verdiinnung ein Mittel in der Hand, um die 
beim Arbeiten geradezu unertrigliche Gelatinierfaihigkeit er- 
heblich herabzusetzen. So gelingt es denn auch, in sehr starker 
Verdiinnung (1°/,), selbst das véllig intakte und hochgelati- 
nierende a-nucleinsaure Natrium wenigstens in kleinen Mengen 
im Heifwassertrichter zu filtrieren. 


Ich habe eine Reihe von Erscheinungen besprochen, die 
darauf hindeuteten, dafi die innere Umlagerung, verbunden mit 
einer Anderung der optischen Eigenschaften und des Gallert- 
zustandes, vollzogen werden kann, ohne daf} der Dissoziations- 
grad der schwachen Siiuregruppen eine Anderung erfiihre, daf 
mithin eine Herabsetzung der Aktivitit nicht unbedingt an 
eine Salzbildung gebunden ist, wohl aber durch eine solche 
herbeigefiihrt wird. 

Kine Herabsetzung bezw. Aufhebung der Aktivitaét kann 
erreicht werden: 

1. Durch Alkalien, unter Bildung der Salze. Der Prozefi 
verliuft bei starken Alkalien quantitativ und proportional 
(geradliniger Verlauf der Kurve 1). 

2. Durch Siuren. Sie diirfen nicht starker als Nuclein- 
sdure sein, weil diese sonst ausgefiillt werden wiirde. Der 
ProzeB verliuft nicht quantitativ, aber zum Teil, und es ent- 
stehen die freien Sauregruppen. 

3. Durch Temperatursteigerungen. Bei hoher Temperatur 
findet die Inaktivierung fast ganz, aber nicht restlos statt, 
daher auch keine vollstindige Verfliissigung der Gallerte. 
Dieser Prozef} ist ein umkehrbarer und vollzieht sich beim 
Abkiihlen in entgegengesetzter Richtung. 
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Alle diese Beobachtungen legten mir den Gedanken nahe, 
dab die schwachen Sauregruppen in den aktiven Molekiilen 
nicht frei, sondern in Form von Bindungen vorkommen, die 
durch Siéiuren, ganz besonders glatt aber durch Alkalien unter 
Bildung der Salze gelést werden. Im gedéffneten Zustande 
der Bindungen ist das Molekiil der Nucleinsiure inaktiv. Auch 
Temperatursteigerungen wiirden im Sinne einer Aufspaltung 
und deswegen inaktivierend wirken. Es besteht grofe Neigung 
zum Schlusse der Bindungen; dieser vollzieht sich deshalb 
wieder, wenn die spaltende Ursache beseitigt ist. 

Wenn aber eine reversible Inaktivierung durch Temperatur- 
steigerung geschehen kann, so folgt daraus, daf} in einer 
Lésung von nucleinsaurem Natrium auch bei Zimmertemperatur 
keineswegs nur aktive Molekiile bestehen, dali vielmehr auch 
inaktive Molekiile vorhanden sind. Mit anderen Worten, es 
besteht zwischen den inaktiven und aktiven Mole- 
kiilen ein Gleichgewichtszustand, der abhangig ist 
von der Temperatur. Verschieben lift sich dieser Gleich- 
gewichtszustand zugunsten der aktiven Molekiile durch Zusatz 
von Salzen (Natriumacetat), Abkiihlung oder gréfere Kon- 
zentration, durch welche Mafinahmen infolgedessen auch die 
yelatinierfaihigkeit erhéht wird. Sind die Séuregruppen einmal 
mittels Alkalien in stabile, inaktive Salzform gebracht, so ist 
eine SchliefSfung der Bindungen, das Auftreten aktiver Molekiile 
im Salzzustande natiirlich ausgeschlossen; d. h. das durch 
Alkali vollstiindig inaktivierte nucleinsaure Natrium ist hin- 
sichtlich seines inaktiven Zustandes und seiner mangelnden 
Gelatinierfaihigkeit unabhaingig von der Konzentration, Tem- 
peratur und Salzgehalt, was ja auch durch den Versuch be- 
stitigt wird. 

Die Inaktivierung des nucleinsauren Natriums durch Al- 
kalien ist etwas so Charakteristisches, daf} man dieses Ver- 
halten geradezu als ein bequemes Erkennungsmittel fiir 
Nucleinsiuren vom Bau der echten Nucleinsiure benutzen 
kann, und man muf die Nucleinsiuren einteilen in solche, die 
‘mit Alkali inaktiviert werden kénnen, und solche, bei denen 
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dies nicht méglich ist. Zur letzteren Gruppe gehdrt z. B. die 
Guanylsiure, deren schwache Linksdrehung auch in Gegenwart 
von starken Alkalien bestehen bleibt. Von Interesse wird also 
sein, auch andere Nucleinsaiuren auf dieses Verhalten hin zu 
untersuchen. 

Zum Schluf sei auf eine eigenartige Verwendungsmig- 
lichkeit des inaktiven nucleinsauren Natriums aufmerksam ge- 
macht. Man kann es als Reagens auf schwache Siiuregruppen 
oder auf als Saiure wirkende Gruppen verwenden. Man wiirde 
dabei so verfahren, dafi man eine Liésung von nucleinsaurem 
Natrium mit Natronlauge bis fast zum Verschwinden jeglichen 
Drehvermégens versetzt, eine aiquivalente Menge der zu unter- 
suchenden Substanz hinzufiigt und polarimetrisch beobachtet: 
Tritt Drehung auf, so sind Siiuregruppen vorhanden, die stirker 
als die Siuregruppen in der Nucleinsiiure sind. Es lassen sich 
so toch Sauregruppen erkennen, die mit Indikatoren nicht 
mehr nachgewiesen werden kénnen. 

Die Untersuchungen wurden mit Mitteln aus der , Griifin 
Bose-Stiftung* ausgefiihrt. 










































Uber den mikrokristallographischen Nachweis von Jod im Blate. 
Von 


Ulrich Hintzelmann. 


Mit 1 Tafel. 


‘Aus dem Institut fiir Pharmakologie und physiologische Caemie der Universitit zu 
Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, Januar 1919.) 


Jeder Arzt, und vor allem jeder Spezialist fiir Syphilis, 
diirfte ein Interesse am Nachweis von Jod im Blute haben. 
Ks fragt sich, ob ein solcher auf mikrokristallographischem 
Wege als Jodhiimin erbracht werden kann. Hierauf hat 
Karfunkel’) eine Antwort gegeben. Diese Arbeit, die auf 
Veranlassung von R. Kobert verfafit wurde, ist um so wich- 
tiger, als sie unter zwei bedeutenden Gelehrten angefertigt 
wurde, nimlich unter Neisser, dem damaligen Direktor der 
dermatologischen Universititsklinik zu Breslau, und unter 
Hintze, dem Direktor des mineralogischen Instituts dieser 
Universitat. 

Historisch bemerke ich zu dieser Frage, dafi, nachdem 
Teichmann?) bereits 1854 das Jodhimin entdeckt und be- 
schrieben hatte, nach ihm z. B. Hellwig’) (1872), Husson‘) 
(1873), Cazeneuve®) (1876), sowie nach diesen noch viele 


1) D. med. Wochenschr, 1912, Nr. 36, S. 648, Karfunkel: Eine 
neue Methode des Nachweises von Jodkalien im Blut. 

*) Zeitschr. f. ration. Mediz, (N. F.) 3, S. 375, 1853. 5, S. 43, 1854, 
&, S. 141, 1856. 

%) Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 11, 1872, S. 244. 

*) Husson: Sur quelques réactions de l’hémoglobine et de ses 
dérives: Compt. rend. de l’Ac. d. sc. T. 81, 1875, p. 477. 

5) Recherches de chimie médicale sur l’hématine, Thése pour le 
doctorat. Paris, 1876. | 
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andere, von denen ich nur noch H. U. Kobert') nennen will, 
jod- resp. bromwasserstoffsaure Salze zur Erzielung von Hamin- 
kristallen mit Erfolg verwendet haben. Eine in Deutschland 
weniger bekannte Arbeit ist die von Merunowicz und 
Zaleski*), der eine genaue kristallographische Beschreibung 
des Brom- und Jodhimins von Morocewicz beiliegt. 

Karfunkel will erwiesen haben, dafi es méglich ist, 
nach Kinnahme von einigen Grammen Jodkalium im Blute 
kreisendes Jod mit Hilfe von nach der Teichmannschen Me- 
thode dargestellten Himinkristallen nachzuweisen. Da in der 
Literatur der rein chemischen Arbeiten eine Bestitigung dieser 
Angaben nicht vorhanden ist, riet mir Prof. R. Kobert, dic 
Angaben Karfunkels nachzupriifen. 

Dieser Autor hatte fiir seine Untersuchungen Blut von 
Patienten mit tertiirer Lues verwandt, denen 1 bis 2 g KJ 
appliziert waren. 7/, bis 1 Stunde darauf stellte er Teich- 
mannsche Kristalle dar und konnte unter diesen die jod- und 
die chlorhaltigen auseinanderhalten. 

Aus der hiesigen dermatologischen Universitatsklinik 
stand mir Blut von einer Patientin, die vor 3 Tagen zum 
letzten Male efiléffelweise von einer 5°/,igen Jodkaliumlésung 
eingenommen hatte und noch immer Jod im Harn ausschied, 
zur Verfiigung. Aus diesem Blut stellte ich Teichmannsche 
Kristalle her und hatte gleich im ersten Priparat eine grobe 
Anzahl schén ausgebildeter Tafeln, unter denen eine gréBere 
Anzahl dunkler gefirbt war. Jedoch die polariskopische 
Untersuchung ergab kein fiir Jod beweisendes Ergebnis, ob- 
wohl ich sehr zahlreiche Kristalle polariskopisch genau unter- 
sucht habe. Um zu einwandfreieren Resultaten zu kommen, 
injizierte ich jetzt einem Meerschweinchen von 263 g sub- 
kutan 1 cem einer 20°/,igen Jodkaliumlésung, d. h. das Tier 
erhielt 0,2 g KJ. 24 Stunden nach der Injektion war reichlich 


1) H. U. Kobert, Das Wirbeltierblut in mikrokristallographischer 
Hinsicht. Ferd. Enke, Stuttgart, 1901. 

*) Anz, d. Akad. d. Wiss. in Krakau 1907, S. 633. Merunowicz 
und Zaleski: Untersuchungen iiber Himine. 
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Jod im Harn nachweisbar. Die Teichmannsche Reaktion ergab 
dunkle Kristalle neben hellen; jedoch lief} die polariskopische 
Untersuchung noch immer keinen geniigenden Unterschied 
zwischen den dunklen und hellen Kristallen erkennen. 1 Stunde 
darauf, d. h. 25 Stunden nach der ersten Injektion, erhielt das 
Tier nochmals 0,2 g KJ subkutan. 3 Stunden nach dieser 
zweiten Injektion lief} die Teichmannsche Reaktion eine gréBere 
Anzahl dunkler Kristalle neben hellen erkennen. Auch war 
diesmal unter den vielen dunklen Kristallen bis zu einem ge- 
wissen Grade an einigen das zu erkennen, was Karfunkel 
vom Jodhimin angibt. Er sagt wortlich: 


Li6Bt man durch Einfiigen eines Nikolschen Prismas in den Gang 
der Strahlen zwischen Spiegel und Objekt nur polarisiertes Licht von 
bekannter Schwingungsrichtung in die Kristalle eintreten, so kann man 
durch Drehung des Tisches das Licht in jeder beliebigen Richtung senk- 
recht zur Tischebene durch den Kristal] hindurchsenden. Bei allen Halogen- 
himinen liegt das Maximum der Absorption in der Nihe der Liingsachse 
der siiulenformigen Kristalle (fallt aber nicht mit ihr zusammen); stellt 
man diese Richtung parallel der Schwingungsrichtung des Nikol, die durch 
einen Faden des Fadenkreuzes bezeichnet wird, so erscheinen die Kristalle 
tief dunkel; dreht man sie aus dieser Stellung um 90°, so beobachtet man 
die gréBte Lichtdurchlissigkeit, die Kristalle erscheinen am hellsten. 

Die in dieser Stellung dunkel- bis schwirzlichbraunen Chlorhaémin- 
kristalle erscheinen (von den allerschmalsten in jeder Stellung durch 
Totalreflexion dunklen Gebilden natiirlich abgesehen, — die in jedem 
Priparat vorkommen — d. Vf. —) in der zweiten hell, gelblich-rétlich, bis 
nahezu farblos; iihnlich verhalten sich die Bromhaminkristalle; auf die 
angegebenen Farbunterschiede: ,hellgraubraun“ bei Cl-kristallen, ,,rétlich- 
braun* bei Br-kristallen, méchte ich nach den beobachteten Farbniiancen 
bei verschiedenen Kristallen der gleichen Substanz kein allzu grofes 
Gewicht legen. Im Gegensatz dazu hellen sich die breiten gut ausge- 
bildeten, rein dargestellten Jodhiminkristalle nach einer Drehung um 
einen rechten Winkel sehr wenig auf, die dunkleren anscheinend gar nicht, 
die kiirzeren und diinneren gerade merklich. Die Jodhaiminkristaile zeigen 
also bei intensiverer Farbupg einen merkbar geringeren Grad von Pleo- 
chroismus als die Chlor- resp. Bromhaémine, Die Unterschiede in der 
Aufhellung sind deutlich genug, um nach geringer Ubung das Jod auf 
diesem Wege von dem Chlor im Blute mit Zuverlissigkeit auseinander- 
halten zu kénnen. 


Um Vergleichspunkte zu gewinnen, stellte ich aus reinem 
Cl-freiem Himoglobin von Merk Clor-, Brom- und Jodhamin- 
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kristalle dar. In der Tat zeigen die Jodhéiminkristalle , bei 
intensiverer Fiirbung einen merkbar geringeren Grad von 
Pleochroismus als die Cl- resp. Br-Himine‘. 


Nach diesen Vorstudien und Voruntersuchungen glaubte 
ich nun bei der Untersuchung von Mischpriparaten Karfunkels 
Angaben bestiitigt zu finden. Um aber jede subjektive Beein- 
flussung auszuschalten, lie} ich von anderer Seite zu einer 
Reihe von 8 Glischen mit je 2 ccm Hammelblut teils Brom- 
kalium, teils Jodkalium oder Chlornatrium resp. Aqua dest. 
zusetzen und erhielt bei der Untersuchung dieser Proben fol- 
gende Ergebnisse. Chlor fand ich in den Kristallen aus allen 
8 Glischen, was ja selbstverstindlich ist. Brom, das uns 
hier weniger interessiert, fand ich in nur einem Falle (Nr. 3), 
wahrend es zweimal zugesetzt war. Jod konstatierte ich in 
sechs Fallen (Nr. 1, 2, 5, 5, 6 und 8). Nach Beendigung 
meiner Untersuchung, die sich auf je zwei gleichartig dar- 
gestellte Priiparate aus jedem Gliaschen, in denen jedesmal 
eine grofie Anzahl Kristalle untersucht wurden, bezog, teile 
ich die wirklichen Mischungsverhiltnisse mit. 


Es waren zugesetzt zu je 2 ccm Hammelblut in Glas 


Nr. 1: 1 cem 0,5°/, KJ, 

Nr. 2: 1 cem phys. NaCl, 

Nr. 3: 1/, com 0,5°/, KBr + °/, com Aqua dest., 
Nr. 4: 7/, ecm 0,5°/, KJ + 3/, ccm Aqua dest., 
Nr. 5: 7/, cem 0,5°/, KJ + '3/, cem Aqua dest., 
Nr. 6: 3/, ccm 0,5°/, KBr + ?/, ccm Aqua dest., 
Nr. 7: 1 ccm Aqua dest., 

Nr. 8: 1/,, ccm 0,5°/, KJ + */,, ccm Aqua dest. 


Meine Diagnose auf Jod stimmte also in Nr. 1, 5, 8. 
Bemerkenswert ist, daB ich gerade die griéfite (5 mg) und die 
kleinste Menge (0,5 mg) Jod herausfand, was sehr auffiallig ist. 

Diese Resultate, die fiir klinische Zwecke viel zu fehler- 
haft sind, mufjten natiirlich nachgepriift werden. 


Im hiesigen mineralogischen Institut nahm ich daher mit 
Unterstiitzung von Prof. Geinitz eine Bestimmung der Aus- 
léschungsschiefe der Himinkristalle vor und fand in Uberein- 
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stimmung mit Morocewicz’) 30° bis 37° sowohl beim Chlor- 
als auch beim Jodhimin. Morocewicz fand auferdem auch 
fiir das Bromhiémin dieselben Winkel. Die Ausléschungsschiefen 
der drei Himine sind also annihernd gleich. Auf diesem Wege 
kann, wie schon Karfunkel angibt, also keine Identifizierung 
unserer drei Hiimine erfolgen. 

Die Untersuchung des Chlor- und Jodhiimins im polari- 
sierten Licht (Fig. 1) zeitigte das Ergebnis, daf} diese Methode 
zu unsicher ist. Es kommen nimlich (auch in rein dargestellten 
Priiparaten) Ubergangsfarbungen in den verschiedensten Niiancen 
sowohl beim Jod- als auch beim Chlorhimin vor. In reinen 
Priiparaten kann man allenfalls die Unterschiede als grob 
genug zur Identifizierung von Chlor und Jod bezeichnen; in 
Mischpriiparaten werden sie jedoch verwischt. Dann ist noch 
zu bemerken, dafi im Blute eines unter Jodkalium stehenden 
Patienten, auch bei Applikation von 1 bis 2 g KJ, sich so 
erofie Mengen wie in meinem Gilaschen Nr. 8 (nimlich 0,5 mg 
pro 2 ccm Blut) nicht finden diirften. Es nimmt hierbei aber 
auch die Hiufigkeit des Vorkommens gut ausgebildeter, grofier, 
typischer Jodhiminkristalle — auch bei sorgfiltigster Dar- 
stellung — erheblich ab. Dann diirfte die Diagnose nach 
Karfunkels Methode auch subjektiven Schwankungen unter- 
worfen sein. Ich komme daher in Ubereinstimmung mit Prof. 
Kobert und Prof. Geinitz zu dem SchluB, dafi diese Me- 
thode des Nachweises von Jod im Blute zu unsicher ist, zu- 
mal fiir den Kliniker, der doch im allgemeinen nicht iiber 
eine derartige Ubung in der Untersuchung von Kristallen ver- 
fiigen diirfte, wie sie hierfiir erforderlich ist. 





Anschliefiend hieran méchte ich auf eine meines Wissens 
-in Deutschland so gut wie unbekannt gebliebene, oder doch 
kaum angewaudte, Methode, Himinkristalle darzustellen, hin- 
weisen. Sie ist von Schalfejew’) angegeben. Das einzige 


| ) Anz. d. Akad. d. Wiss. in Krakau (Math. nat. Cl.) 1907, S. 642 
in der Arbeit von Merunowicz und Zaleski. 
*) Journ. d. russ. phys.-chem. Ges. 1885; 1. 30—37. 
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mir bekannte Referat iiber die Darstellung dieser Schalfe- 
jewschen Himinkristalle befindet sich in den ,Jahresberichten 
der Tierchemie‘ Bd. 15, 1885, S. 138. Es heiBt dort: 


,Zu einem Volumen defibrinierten und durch Leinwand filtriertey 
Blutes werden 4 Volumina bis auf 80° erwirmten Lisessigs gegeben: 
nachdem die Temperatur der Mischung bis auf 55° bis 60° gesunken ist. 
wird wieder bis auf 80° erwirmt. Von den beim Abkihlen ausfallenden 
Kristallen wird nach 10 bis 12 Stunden die iiberstehende Flissigkei 
durch Abhebern getrennt, der Kristallbrei in einen hohen Zylinder ge- 
bracht, mit dem 5- bis 6fachen Volumen Wasser gewaschen, dasselbe 
abgegossen und so mehrmals mit neuen Mengen Wasser decantiert, zuletzi 
am Filter mit Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen. Die Himin- 
kristalle gehéren dem triklinen System an.* 

Ich habe nach dieser ausgezeichnetei Methode Kristalle 
dargestellt aus Hunde-, Katzen-, Ratten-, Meerschweinchen-, 
Kaninchen-, Rinder-, Menschen- und Taubenblut. 

Hier interessiert aber, ob sich in analoger Weise wie 
nach Teichmann auch nach dieser Methode brom- und jod- 
haltige Kristalle darstellen liefien. Als Ausgangsmateria! 
diente mir Rinderblut, das dreimal je mit dem 10fachen Vo- 
lumen einer 1,5°/, igen Jodkalium- bzw. 1,3°/,igen Bromkalium- 
lésung zentrifugiert wurde. Die so erhaltenen jod- resp. brom- 
haltigen Schalfejewschen Kristalle sind mit den chlor- 
haltigen, nach dieser Methode gewonnenen iibereinstimmend 
und auch polariskopisch ebensowenig zu unterscheiden wie die 
Teichmannschen, mit denen sie auch die Auslischungsschiefe 
von 30° bis 37° gemeinsam haben. Da :ch sie nirgends ab- 
gebildet finde, mége ihr Photogramm hier Platz finden (Fig. 2). 
Aber nicht immer erhilt man so schéne Kristalle. Bisweilen 
findet man — trotz Anwendung derselben Methode — auch 
ellipsoide Formen. Was diese Deformation’ veranlassen mag, 
ist mir unbekannt. Fiir den forensischen Blutnachweis scheint 
diese Methode nicht geeignet zu sein. Wenigstens gelang es 
mir nicht, aus Blutflecken Kristalle zu erhalten. 
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Teiehmannsche Hiiminkristalle aus Meerschweinchenblut. ii 
Cl- und J-haltig. Aufnahmen in polarisiertem Licht. | 
a) Normalstellung des Nikol, b) um {0° gegen a) gedreht. | 

} : 


{ufgenommen mit Zeiss Ol-Immersion 2,0 mm, Ok. 2. bale’, 280 min, ergr, 250,0 





i 
3 Hi 
% Fig. 2. Schalfe;ewsche Hiiminkristalle aus Rinderblut. i 
a Cl- und Br-haltig. i 
‘ Aufgenommen mit Himmler (bj. 7, Gk. 4. Balel. 240 mm. Vergr. 432,0. i 
.Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie* Bd, 104, Tafel 1, Ly 


Zu .Hintzelmann, Nachweis von Jod ete.*. 



























Uber eine einfache Darstellung von Rohrzucker 
aus pflanzlichen Objekten. 
‘ Von 
E. Winterstein. 





(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der E. T. H in Zirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1919), 


Vor mehreren Jahren haben wir eine Reihe von kleineren 
Untersuchungen begonnen, deren Beendigung bzw. Verdéffent- 
lichung aus verschiedenen Griinden erst jetzt erfolgen kann 
In den nachstehenden 3 Abhandlungen bringen wir die Er- 
gebnisse unserer Untersuchungen, unter Weglassung aller un- 
nétigen Details und auch der entbehrlichen Belege. 

In unserem Laboratorium sind eine grofie Anzahl pflanz- 
licher Objekte auf das Vorhandensein von Rohrzucker unter- 
sucht worden. EK. Schulze’) und seine Mitarbeiter haben 
dabei das umstiindliche Strontianverfahren angewendet. An- 
liBlich unserer Untersuchungen iiber die Saponinsubstanzen 
von Seifenniissen (Sapindus utilis) und Rofikastanien (Acer 
hippokastanum) gelang es, auf eine einfache Weise, Rohr- 
zucker aus diesen beiden pflanzlichen Objekten zu isolieren. 
Uber dieses Verfahren sei kurz folgendes angefiihrt. 

Zerquetschte Friichte von Sapindus utilis wurden zu- 
nichst mit Ather extrahiert. Darauf mit der zehnfachen 
Menge 95°/,igem Alkohol unter Zusetzung von Kalziumkar- 
bonat ausgekocht. Der filtrierte Extrakt wurde konzentriert, 
in Wasser aufgelist und 6 Tage mit einem geringen Uber- 


1) Uber die Verbreitung des Rohrzuckers in den Pflanzen, tiber 
seine physiologische Rolle und iiber lisliche Kohlenhydrate, die ihn be- 
gleiten. Diese Zeitschrift, Bd. 20, S. 510 (1895); Bd. 27, S. 267 (1899). 
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schuf} von frisch hergestelltem Bleihydroxyd geriihrt, wobe; 
von Zeit zu Zeit etwas Aluminiumsulfatlésung hinzugegeben 
wurde. Die schwach gelb gefirbte Lisung wurde von der 
Bleifallung abgesogen und Schwefelwasserstoff bis zur Siatti- 
gung eingeleitet. Darauf mit dem gleichen Volumen Alkoho! 
versetzt, wodurch sich das kolloidal geléste Bleisulfid aus- 
schied. Das Filtrat vom letzteren wurde im Vakuum ein- 
gedunstet, der Riickstand dreimal mit Methylalkohol in der 
Warme ausgezogen. Dann wurde von dem bei der Abkiihlung 
entstandenen schmierigen Riickstand abgegossen und die klare 
Lésung mit Benzol, Toluol oder Aceton versetzt, bis eine 
starke Triibung eintrat. Die Fliissigkeit wurde davon abge- 
gossen und in einem verschlossenen Priparatenglas stehen 
gelassen. Nach 10 Tagen hatten sich an den Wandungen des 
GefaiBes harte gliinzende Kristalle ausgeschieden. Die Kristalle 
wurden gesammelt, mit 80°/,igem Alkohol abgespiilt, unter- 
sucht. Sie besassen ein optisches Drehungsvermégen von 
(a)p = +59,9°. Die Lésung schiumte stark vom anhaftenden 
Saponin. Nach dem Umkristallisieren wurde (#)p = +63,2° 
gefunden. Fiir Rohrzucker wird (a)p = + 66° bis +67° ange- 
geben’). Die Kristalle gaben alle Reaktionen des Rohrzuckers. 
Der Sicherheit halber wurden noch 8 g davon _hydroly- 
siert und nach bekanntem Verfahren Fructose isoliert, fiir 
welche ein Drehungsvermégen von (4)p = —95,4° gefunden 
wurde. Diese Zahl stimmt gut fiir die Fructose*). Ein Teil 
des Fructosesirups wurde in alkoholischer Lésung bei Gegen- 
wart von Eisessig mit Methylphenylhydrazin erwirmt, das 
ausgeschiedene ©] wurde in Ather gelist und die mit Natrium- 
sulfat getrocknete atherische Lésung im Exsikkator der Ver- 
dunstung iiberlassen. Die Kristalle schmolzen nach dem Um- 
kristallisieren aus Alkohol bei 155° C. Fir Fructose Metyl- 
phenylhydrazin wird 159° C. angegeben. Ein anderer Teil 
des Sirups wurde mit Phosphortribromid erwarmt, dann Malon- 
siurediithylester und Kalilauge hinzugefiigt. Es entstand 





1) Chemie der Zuckerarten von Lippmunn, Bd. 1, S. 822 (1904). 
*) loc. cit. Bd. 2, S. 1116 (1904). 
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eine griinlichgelb fluoreszierende Liésung'). Es unterliegt also 
keinem Zweifel, dafs die ausgeschiedenen charakteristischen, 
siifischmeckenden Kristalle Rohrzucker waren. Aus einem 
Kilogramm Sapindus wurden 9,2 g Rohrzucker erhalten. In 
ihnlicher Weise wurde auch aus 20 g Mehl von entschilten 
Rofikastanien Rohrzucker gewonnen, dessen Drehungsvermégen 
(2)p = -+-62,7° betrug. Ob diese Methode fiir den Nach- 
weis von Rohrzucker in anderen Pflanzen anwendbar ist, soll 
damit nicht behauptet werden”). 


) Fenton, Chemisches Zentralblatt, Bd. 2, S. 850 (1917). 

*) Aus dem zuvor mit Ather erschépften alkoholischen Extrakt von 
Safran (Crocus sativus) wurde nach dhnlichem Verfahren ebenfails eine 
kleine Menge Rohrzucker erhalten, hierbei wurde die Behandlung mit 
Bleihydroxyd weggelassen. 
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Zur Ermittelung des Acetons im Harn. 
Von 
Dr. Otto Mayer. 





(Aus der Chemischen Abteilung der Militiiriirztlichen Akademie in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Februar 1919.) 


In nachstehendem méchte ich iiber Erfahrungen und 
neue Beobachtungen berichten, die sich auf das wohlbeackerte 
Arbeitsgebiet des Nachweises und insbesondere der Bestimmung 
des Acetons im Harn beziehen. An den einschligigen Ver- 
fahren herrscht fiirwahr kein Mangel; besitzen wir doch wohl 
ein Dutzend brauchbare Methoden zum Nachweis des Acetons. 
Von all diesen Proben diirfte keine sich einer ihnlichen Be- 
liebtheit erfreuen wie die alte Legalsche, und doch findet 
man in unserem Schrifttum meist nur ungenaue Angaben iiber 
deren Ausfiihrung. Ausschlaggebend fiir die Erzielung einer 
méglichst intensiven Rotfairbung ist, wie aus folgender Ver- 
suchsreihe hervorgeht, nicht so sehr die Menge des in Sub- 
stanz zugefiigten Prussides, als jene der Lauge; von dieser 
sind nicht, wie vielfach empfohlen, nur wenige Tropfen zuzu- 
setzen, vielmehr verwende man wenigstens 1 ccm Natronlauge, 
15°/, auf 10ccm Harn, und siure das alkalische Gemisch 
alsbald an. Bei geringen Acetonmengen darf man mit dem 
Zusatz der Essigsiure nicht saiumen, bei gréferen Aceton- 
mengen kann man unbeschadet der Rotfirbung '/, Minute 
verstreichen lassen. 




















ecm NaOH 15°/, 0,5 1,0 
g FeCy, NONa, 005 | 0, 0,05 | 0,1 
Z etwas noch 
Rotfirbung hell dankler | dunkel | Pee 
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Die Legalsche Probe wird somit wie folgt ausgefihrt: 
Etwa 10 ccm Harn werden mit einer kleinen Messerspitze 
(0,05—0,1 g) gepulverten Nitroprussidnatriums geschiittelt, 
nach dessen Lésung mit 1 ccm Natronlauge 15°/, versetzt 
und nunmehr mit 2 ccm Kssigsiure 30°/, angesiuert. In 
dieser Ausfiihrung besitzt die Probe geniigende Empfindlich- 
keit, um Aceton noch in der Verdiinnung 1: 1000 an dem 
deutlich purpurroten Farbenton zu erkennen. Eine vorherige 
Destillation wire somit nur bei dunkelgefairbten Harnen oder 
bei weit geringeren Acetonmengen erforderlich. 

Die Legalsche Probe eignet sich auch zur kolori- 
metrischen Bestimmung des Acetons, zumal in geringen 
Mengen, und macht die Mehrzahl der fiir klinische Zwecke 
vorgeschlagenen, meist umstindlichen Verfahren entbehrlich. 
Man vergleicht die Rotfarbung mit jener von Lésungen, die 
bekannte Mengen Aceton enthalten. Die Herstellung dieser 
Lésungen erleichtert die nachfolgende Tabelle. Zuniachst be- 
reite man folgende Lésungen: a) 10 g Aceton werden im 
100 cem-Mefikolben mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. 
b) 10 cem der Lésung a desgleichen auf 100 ccm; 1 ccm =10 mg 


Aceton. c) 10 cem der Lésung b desgleichen auf 100 ccm; 


1 com =1 mg Aceton. 








Aceton Aceton 














ecm Liésuag / com Lésung 
mg "lo i mg "/o 
c 2 2 002 | b 2 20 0,20 
i 4 0,04 =| “em f‘ | 0,40 
a 6 0,06 | ae 0 | 0,60 
oie 8 | 0,08 | oe 80 | 0,80 
, 10 10 | O10 | , 10 100 | 1,00 


Bei Herstellung der Vergleichslésungen lasse man sich 
von dem Ausfall der qualitativen Vorpriifung leiten und be- 
reite somit nur wenige Acetonlésungen, z. B. solche von 
0,1—0,6°/,, nétigenfalls auch die in der Tabelle weggelassenen 
Zwischenwerte. Ausfiihrung der Bestimmung: In gleichweite 
Reagensgliser, die bei 10 ccm eine Marke tragen, wird der 


erforderlichenfalls verdiinnte Harn oder dessen Destillat bzw. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIV. 16 
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die zu 10 ccm zu erginzende Acetonlésung gegeben und jede 
Probe mit 1 ccm einer frischbereiteten Liésung von Nitro- 
prussidnatrium 1:20 versetzt; nunmehr vermischt man die 
Proben der Reihe nach mit Lauge, dann sofort mit Essig- 
siure. Mit dem Vergleich der Farbungen warte man nichi 
linger als 5—10.. Die Farben verblassen naturgemiéf} um so 
schneller, je geringer der Gehalt an Aceton ist. 

Von den Harnbestandteilen bewirkt eigentlich nur Acet- 
essigsdure, die Muttersubstanz des Acetons, einen positiven 
Ausfall der Legalschen Probe, weshalb man im Falle deren 
Anwesenheit einen Summenausdruck fiir die Acetonkérper 
gewinnt. Kine Absonderung des Acetons durch Vakuum- 
destillation oder Durchleiten eines Luftstromes diirfte nur in 
besonderen Fallen erforderlich sein. Von Parakresol geben 
pach Versucken des Verf. selbst gréfiere Mengen, als wie sie 
im Harn vorkommen kénnen, keinen Anlaf} zu Téuschungen. 
Bei der kolorimetrischen Priifung eines Urins nach obigem 
Verfahren wurden in 10 ccm Harn 3,5 mg = 0,035°/, Aceton- 
kérper gefunden; nach eintigigem Stehen betrug deren Menge 
0,060°/,, nach einem weiteren Tage 0,080°/,, hatte somit von 
Tag zu Tag zugenommen. Der Gehalt an Acetessigsiure hatte 
sich zwar verringert, dieselbe war aber noch nach zwei Tagen 
deutlich nachweisbar. Als empfindliches Reagens hierzu 
empfiehlt Verf. (Pharm. Ztg. 1905, 50, 1001) eine Mischung 
von 5 ccm Liquor Ferri sesquichlor. und 95 ccm Kochsalz- 
lésung 25°/, und die Vornahme der Probe als Zonenreaktion. 

Die von F. Lange empfohlene Abinderurg der Legal- 
_schen Probe (Miinch. med. Wochenschr. 1906, 53, 1764) kann 
gleichfalls zur kolorimetrischen Bestimmung des Acetons heran- 
gezogen werden. Nach des Verf. Versuchen eignet sich hierbei 
als Reagens eine Lisung von 1 g Nitroprussidnatrium in Je 
10 com Wasser und Eisessig; dieser ,Prussidessig’ halt 
sich mehrere Wochen. Ausfihrung: 10 ccm Harndestillat 
bzw. Acetonlésungen werden in weiten Reagierzylindern erst 
mit 1 ccm Prussidessig, sodann mit 2 ccm starker Ammoniak- 
fliissigkeit vermischt. Je nach dem Acetongehalt tritt als- 
bald oder bei weniger als 0,1°/, Aceton nach wenigen Minuten 
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eine charakteristische, an Permanganat erinnernde Rotfairbung 
auf, die in abgestuften Farbténen sich lingere Zeit erhialt, so 
dafs schon nach 5’ und selbst noch nach einstiindigem Stehen 
ein Vergleich der Rotfirbungen méglich ist. Erst nach meh- 
reren Stunden entstehen briiunliche, unter 0,1°/, Aceton gelbe 
Farbténe, die auch nach 1—2 Tagen noch so differenziert 
sind, daB ein kolorimetrischer Vergleich méglich wire. 

Statt Prussidessig lafit sich auch bei im iibrigen gleicher 
Ausfihrung 2 ccm ,Prussidsalmiak* verwenden, das ist 
eine gleich dem vorigen Reagens kalt zu bereitende’ Liésung 
von 1 g Nitroprussidnatrium, 10 g Salmiak in Wasser zu 
40 cem. Das Reagens halt sich nur wenige Tage und ver- 
ursacht bei gleicher Empfindlichkeit ahnliche Farbungen wie 
der Prussidessig. 

Als wobl schirfste und schénste Reakticn empfiehlt E. 
Spaith in seinem Handbuch der Untersuchung des Harnes, 
4, Aufl. 1912, zum Nachweis des Acetons die Kondensations- 
probe mit Salicylaldehyd. Statt 1g Atzkali nahm Verf. 2 ccm 
einer Liésung von 100 g Atzkali zu 200 cem Wasser und ver- 
fuhr im iibrigen nach der urspriinglichen Vorschrift. Weder 
in der Kialte noch bei kiirzerem oder lingerem Erwirmen 
bis zu 1 Stunde bei 70° C. wurden charakteristische Fairbungen 
erhalten; dieselben waren hellgelb bei 0,1 mg, dunkelgelb bei 
1 mg, orange bei 10 mg und dunkler bei 100 mg Aceton in der 
jeweils angewandten Menge von 10 ccm Fliissigkeit. Von einer 
Verwendung dieser auch von P. Borisch empfohlenen Probe 
zu kolorimetrischen Zwecken mufite daher abgesehen werden. 

Zum einwandfreien Nachweis des Acetons verwendet 
man zweckmifig eine weitere Probe, welche nicht auf einer 
Farbenreaktion beruht, vielmehr auf der Bildung eines weif- 
lichen Niederschlages, wie solcher nach Denigés erhalten 
wird, wenn man je 5 ccm Harndestillat und Reagens (5 g HgO, 
20 ccm H,SO,, 100 ccm H,O) im Wasserbad erwiirmt. Noch 
bei 0,01°/, =0,5 mg Aceton entsteht nach 5° dauerndem Er- 
warmen eine Triibung nebst schwacher bliulichrétlicher Fluo- 
reszenz, nach 10° hat sich ein geringer Niederschlag zu Boden 
gesetzt. Bei 0,05°/, ist der Niederschlag nach 4—5, bei 
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gréfieren Acetonmengen (iiber 0,1°/,) bereits nach 1—2’ ent- 
standen; die Mischung zeigt gleichfalls eine schwache Fluc- 
reszenz. Unter Beriicksichtigung der Reaktionsgeschwindig- 
keit und der Niederschlagsmenge kann auch bei dieser Probe 
die Menge des Acetons geschiatzt werden. 

Zur: Ermittelung des Volumens des Quecksilbernieder- 
schlags wurde die Reaktion in Spitzglischen ausgefiihrt, deren 
Graduierung bis 10 ccm reichte und noch 0,1 ccm abzulesen 
gestattete. Die Ablesung erfolgte sowohl nach 5’ als nach 
10° dauerndem Kochen, sowie nach einstiindigem Erkalten- 
lassen; durch Klopfen an die Gefafiwandung wurde _hierbei 
der Niederschlag in eine horizontale Lage gebracht. Wie 
sich der Tabelle 























°/, Aceton 0,01 | 0,02 | 0,04 0,05 | 0,06 | 0,08 0,10 
ccm Niederschlag | | | | 
nach | | 

{ 5 Minuten | Spur | Spur | 0,08 0,13 | 0,15 | 0,25 0,32 

\. 1 Stunde 0,025/ 0,05 | 0,1 | 0,12 | 0,18 | 0,28 | 0,35 

{10 Minuten | 0,03 | 0,08 | 0,15 | 0,22 | 0,22 | 0,30 0,34 

1 Stunde 0,03 | 0,08 | 0,13 | 0,16 | 0,20 0,26 | 0,30 








0/, Aceton 02 | 04 | 05 | 06 | 08 | 1,0 


ccm Niederschlag | 


| 
nach 
| 


0,80 | 0,80 , 0,70 | 0,40 | 0,20 





5 Minuten 0,65 | 
{ 1 Stunde 0,67 | 0,88 | 0,75 | 0,85 | 0,72 | 0,68 
10 Minuten 0,80 | 0,75 0,60 | 0,65 0,60 , 0,35 
1 Stunde 0,76 | 0,70 | 0,65 | 0,60 | 0,65 | 0,70 


entnehmen liBt, erhalt man nach 10° langem Kochen und 
nach dem Ablesen nach 1 Stunde nur bei einem Acetongehalt 
von 0,01—0,1°/, befriedigende Resultate. Bei gréfieren Aceton- 
mengen tritt die Reaktion zwar rascher ein, jedoch nimmt 
das Volumen des Niederschlages, wie wiederholte Versuche 
ergaben, oberhalb 0,2°/, nicht mehr zu; in solchen Fallen 
wire das Destillat zuvor zu verdiinnen. Nach diesen Ver- 
suchsergebnissen bietet diese volumetrische Probe gegeniiber 
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den kolorimetrischen Verfahren keine nennenswerten Vorteile. 
Unter Verwendung der fiinffachen Menge Acetonlésung und 
Reagens dirfte sich nach Denigés auf dem Umwege iiber 
die Trocknung und Wigung vermutlich eine gréfere Genauig- 
keit erzielen lassen, jedoch wire hierbei zu beachten, daf} der 
Niederschlag beim Auswaschen und Trocknen Aceton verliert. 
Das gleiche laft sich aber nicht von dem mafanalytischen 
Verfahren nach Monimart sagen, wonach das sog. Merkuri- 
acetonsulfat nach dem Auswaschen und dem Zersetzen mit 
Lauge in schwefelsaurer Lésung erhitzt und das freigemachte 
Aceton abdestilliert wird; nach der Umsetzung mit Jodlésung 
wird mit Thiosulfat zuriicktitriert. Anstatt das Aceton direkt 
aus dem Harn abzudestillieren, wird somit ein zweifellos nicht 
einheitlich zusammengesetzter Niederschlag verarbeitet; tiber- 
dies mu} die Acetonmenge aus dem Verbrauch an Thiosulfat 
unter Verwendung verschiedener Faktoren berechnet werden. 
Selbst wenn dieses auch bei Gegenwart von Athylalkohol an- 
wendbare Verfahren zuverlissig wire, so verbietet sich dessen 
Anwendung schon infolge der umstindlichen Versuchsanord- 
nung, ganz abgesehen davon, dafi langst einfachere und bessere 
Methoden zur Verfiigung stehen. Die gebriuchlicheren darunter 
sind jene auf der Jodoformbildung beruhenden. Von den gravi- 
metrischen Verfahren méchte ich das von Merck angegebene 
hervorheben, wonach das acetonhaltige Destillat wihrend 
8 Stunden mit stark alkalischer Hydroxylaminlésung stehen 
gelassen wird; nach dem Neutralisieren der Oximlésung mit 
Salzsiure verdampft man zur Trockne, nimmt den Riickstand 
mit Ather auf, verdunstet die atherische Lésung und wiigt 
das verbleibende Oxim. Zur genauen Bestimmung kleiner 
Acetonmengen eignet sich nach Spith dieses Verfahren nicht. 
Wohl aber kann die Oximbildung zur Grundlage einer ein- 
fachen, allgemein anwendbaren volumetrischen Methode dienen, 
wenn man in nachstehender Weise verfahrt. 


Bestimmung von Aceton durch Hydroxylamin. 


Prinzip. Das durch Destillation von dem Harn getrennte Aceton 
wird mit einem mineralsauren Hydroxylaminsalz in Acetoxim iibergefihrt, 


z. B, (CH;),CO + NH, OH- HCl = (CH,),C: NOH + H,O + HCI; die frei- 





































226 Otto Mayer, 


gewordene Mineralsiure wird mit Normallauge titriert unter Verwendung 
von Methylorange (1: 1000 Wasser) als Indikator. 

Vorversuche. Jedem Teil Aceton entsprechen theoretisch 1,2 Teile 
NH,OH- HCl bzw. 1,4 Teile (NH,OH),-H,SO,; bei den folgenden Ver- 
suchen wurde meist das Verhiéltnis 1:2 eingehalten, das im allgemeinen 
als geniigend erachtet werden konnte. Die Aminlésung wurde zuvor neu- 
tralisiert; auf 1 g Amin waren hierzu etwa 1,3 ccm 1/,, NaOH erforder- 
lich, Bei einer Versuchsreihe, bestehend aus neun Versuchen mit 0,05 ¢, 
0,1 g und 0,5 g Aceton in 100 ccm, 250 ccm und 500 ccm Wasser, einstiin- 
diger Destillationsdauer bei Vorlage von Hydroxylaminhydrochlorid, trafen 
bei direkter Titration bis zum Endpunkt, bei welchem nach 1/, stiindigem 
Stehenlassen keine Riétung mehr eintrat, im Mittel 17,0 ccm, 16,9 ccm bzw. 
17,1 com 1/,, NaOH auf je 0,1 g Aceton. Weitere neun Versuche mit 
0,05 g, 0,1 g und 0,2 g Aceton unter Vorlage von Hydroxylaminsulfat 
beanspruchten bei sonst gleichen Bedingungen 17,0 ccm, 17,1 ccm bzw. 
16,95 ccm 2/,, NaOH. Aus dem Gesamtmittel von 17,0 com NaOH be- 
rechnen sich 0,0987 g Aceton; die gefundene Acetonmenge stimmt somit 
mit der berechneten, d.h. zugesetzten, gut iiberein, zumal wenn man die 
unvermeidlichen Versuchsfehler beriicksichtigt. Weitere Versuche betrafen 
die Reaktionsgeschwindigkeit und insbesondere die Feststellung des End- 
punktes der Umsetzung. Zu diesem Zwecke wurden auf der Handwage 
gewogene Mengen Hydroxylaminsalz (Chlorid bzw. Sulfat) in verschlief- 
barem Kolben in 100 ccm Wasser gelist und nach Neutralisation mit 
bestimmten Mengen Aceton bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 
gewissen Zeiten erfolgte die Titration mit 1/,, Lauge, von welcher schlieli- 
lich ein Uberschu8 von wenigen ccm zugegeben und mit Siure zuriick- 
titriert wurde, was gleichzeitig den Vorteil des Titrierens von gelb auf rot 
bietet. Aus der Reihe der einschligigen Versuche seien die bemerkens- 
werteren hervorgehoben. 











Tabelle I. 
g Aceton 0,05 0,1 0,2 
n/,, NaOH. nach ccm | *, ccm | ‘. ccm , 
5 Sy Geen ee | 12,9 | 79 29,0 ! 85 
10’ 1,8 21 S a 2,9 | 8 
20° 0,6 oe eee ee Ae 
30° 0,2 25] 08 | 2] 05 | 185 
Riicktitration nach | | 
5’ 0,2 254 028 | 1 0,5 | 1,5 
8,5 J 172 | 34,4 | 














Nach Tabelle I ist die Reaktion um so friiher beendigt, 
je mehr man Sorge trigt, die freigewordene Saéure zu neu- 
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tralisieren, auch nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit, hier 
ausgedriickt durch die abgerundete Prozentzahl, mit dem 


Acetongehalt zu. 1 
Tabelle II. ! 
































g Aceton 0,05 0,1 0,2 0,3 i 
g Sulfat 0,1 02 | 04 | 04 | 05 | 06 i 
n/,) NaOH nach | ccm Me cem |°/,| cem |°/,|| cem %, ccm °F, ecm °,/|cem |°/, 
15’ 6,3 |73| 6,5 |76| 13,0 |75/16,5 96} 30,0 88147,0 91|/ 48,0 '93 i 
Riicktitration | | | | 
nach 5’ 1,45 17) — |—}| — —| 0,75) 44 — |—]| 3,85) 7) — j— 
15’ 0,5 | 6) 1,0 11] 2,0 12/0 | Of 3,5 /10] 0,65 1) 3,0] 6 
30 | — ||] 1,1 [13] 2,8 /13] — |-| 0,5/ a} — || 08] 1 
18 Stunden |0,35| 4] — |-| — |—/ 0 | of — |-10,6 | 1) — |— | 
| | | | | | 
86 | [86] ]173) |17,25 [340 [516 ) 513 





























Tabelle II laf$t fernerhin den die Reaktion beschleu- 
nigenden EinfluB der gréferen Oximmenge sowie des Laugen- 
zusatzes erkennen, der hier nur 2—5 cem "/,, betrug. 























Tabelle III. | 
g Aceton 0,05 0,1 0,2 0,3 
n/,, NaOH nach ccm | °/, | ccm | %, | ccm | %, | ccm |  F 
30’ 6,1 | 72 | 14,5 | 84 | 33,0 | 96 | 49,0 | 96 
Riicktitration nach | | 
30’ 24 |/98 | 27/16] 129] 4] 18] 4 
8,5. 172; | 843 | 50,8 | 




















Bei Tabelle III vollzog sich die Reaktion trotz des nur 
geringen Oximiiberschusses zum Teil unter dem Einfluf von 7 
10 ccm "/,, Lauge innerhalb einer Stunde. Nach diesen Ver- | 
suchen waren die Reaktionsbedingungen, iiber welche in | 
unserem Schrifttum nihere Angaben fehlen, im wesentlichen 
festgestellt. 

Nunmehr wurde das Verhalten des Harns bei der Destil- 
lation gepriift, die zwecks Vermeidung einer alkalischen Re- 
aktion des Destillates aus saurer Lisung zu erfolgen hat. 
Oxalsiure und insbesondere Borsidure erwiesen sich hierbei als 
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ungeeignete Saiuerungsmittel, wogegen mit Schwefelsiure ein 
Destillat erhalten wurde, das direkt mit dem Oxim umgesetzt 
werden konnte. 200 ccm Harn gaben nach Zusatz von 10 
bzw. 20 ccm Schwefelsiure 15°/,, was einem 5—10fachen 
Uberschusse entsprach, ein Destillat von je 100 ccm, dessen 
eine Hilfte mit Phenolphthalein 1,1 bzw. 1,0 ccm "/,, NaOH 
(CO,!) verbrauchte, dessen andere Hilfte mit Methylorange 
schon durch 1 Tropfen "/, H,SO, gerétet wurde. Dab bei 
dieser Destillationsart mit dem Aceton auch etwa vorhandene 
Acetessigsiure iibergeht und mit bestimmt wird, darf als be- 
kannt vorausgesetzt werden; bei dem genetischen Zusammen- 
hang und der prognostischen Bedeutung dieser Acetonkérper 
diirfte deren gemeinsame Bestimmung vielfach nicht uner- 
wiinscht sein. 

Ausfiihrung. Zur Bestimmung des Acetons versetzt man 100 
bis 500 ccm Harn in einem mit Aufsatz versehenen Kolben mit 10—20 ccm 
Schwefelsiure 15 °/,, d. h. bis zur starken Rétung von Methylorange, und 
destilliert unter Zusatz einiger Bimssteinstiickchen unter Kiihlung wihrend 
1/,—1 Stunde 50—100 ccm ab. Als Vorlage benutzt man einen luftdicht 
angeschlossenen, seitlich mit zwei Kugeln versehenen Erlenmeyer-Kolben, 
eine Apparatur, wie sie auch bei der Ammoniakdestillation Verwendung 
findet; in der Vorlage lést man zuvor 0,5—1 g Hydroxylaminsalz in 20 bis 
30 ccm Wasser und neutralisiert die Lisung unter Zusatz von 1 Tropfen 
Methylorange. Das Destillationsrohr taucht am besten in die Oximliésung 
ein, doch ist dies bei langsamer Destillation nicht unbedingt erforderlich. 
Nach insgesamt einstiindiger Reaktionsdauer wird das Destillat unter Zu- 
satz von weiteren 2—3 Tropfen Methylorange mit "/,, Lauge erst bis zur 
neutralen Reaktion versetzt und hernach mit einem UberschuB von 10 bis 
20 ccm Lauge '/, Stunde stehen gelassen; durch Riicktitration erfahrt man 
den Gesamtverbrauch an Lauge, woraus sich die Acetonmenge berechnet. 

Berechnung. 58,06 g Aceton = 36,47 g HCl = 40,06 g NaOH = 
1000 ccm 1/, Lauge; 1 ccm 2/,, Lauge entspricht daher 0,005806 g Aceton. 

Beispiel. Das Destillat von 200 ccm Harn wurde in einer mit 
0,6 ccm /,, NaOH neutralisierten Lésung von 0,5 g (NH,OH), - H,SO, 
aufgefangen; es verbrauchte nach einstiindiger Destillationsdauer bzw. 
Umsetzung mit der Oximlésung sofort 33,6 ccm, bei der Riicktitration 
nach 4/, Stunde endgiiltig 34,0 ccm »/,, NaOH. Ein Parallelversuch unter 
Vorlage von 1 g Amin beanspruchte 33,9 ccm, endgiiltig 34,2 com Lauge. 


Der Acetongehalt berechnet sich auf lS 0,005806 = 0,099 g in 100 ccm 


Harn; zugesetzt waren 0,2 g Aceton. 

















Die stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefe. 
Von 
Jakob Meisenheimer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1919.) 


Uber die Eiweifistoffe der Hefe liegen eine Reihe von 
Untersuchungen vor’), von denen sich der kleinere Teil mit 
den direkt in der Hefe sich findenden Eiweifjarten’), der 
gréfere Teil mit ihren Spaltprodukten befafit. Fiir die Be- 
urteilung des Wertes der Hefe als Eiweifinihrstoff ist eine 
genaue Kenntnis der LEiweifispaltprodukte von besonderer 
Bedeutung und von diesem Gesichtspunkte aus ist die nach- 
folgende Untersuchung begonnen worden. Die Anregung da- 
fiir ging von Herrn Geheimerat Prof. Dr. Max Delbriick 
vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin aus. Das Institut 
hat auch die nicht unbetrichtlichen Mittel fiir die Durch- 
fiihrung der Arbeiten zur Verfiigung gestellt. Ich méchte 
nicht unterlassen, dafiir dem Institut und besonders Herrn 
Geheimerat Delbriick meinen herzlichsten Dank auszu- 
sprechen. 

Die vorliegende Untersuchung beschiftigt sich ausschlief}- 
lich mit den einfachsten Bausteinen der Stickstoffkérper der 
Hefe, und zwar strebten wir eine méglichst quantitative Auf- 
klirung des gesamten Stickstoffgehalts der Hefe an. Deshalb 


1) Ausfiihrliche Literaturzusammenstellung siehe P. Schulze, 
Wochenschr. f. Brauerei 29, 535 (1912). 

2) Vgl. besonders die neueren Arbeiten von P. Thomas. C.r. 156, 
2024 (1918); 157, 243 (1913); ferner G. Dreyer, Zeitschr. f. d. ges. 
Brauwesen, 36, 201 (1913). 
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wurde von vornherein auf eine Isolierung der Hefeeiweifistoffe 
verzichtet, da eine solche nur mit sehr. grofen Verlusten') 
durchgefiihrt werden kann. Es wurde vielmehr stets die 
Hefe direkt dem Abbau, meist durch Autolyse, in einigen 
Fallen auch durch Saéuren, unterworfen. Die heutige Mittei- 
lung befaBt sich ausschlieBlich mit den bei der Spaltung auf- 
tretenden Monaminosduren. Es ist bereits bekannt, dafi 
Hefeneiweifi} sich zum weitaus gréften Teil aus Monamino- 
sduren aufbaut; von diesen sind bisher folgende in der (auto- 
lysierten) Hefe gefunden worden: Leucin und Tyrosin, schon 
von Béchamps?) und Schiitzenberger*) aus Hefe isoliert; 
ihr Vorkommen wurde spiiter von vielen anderen‘) bestitigt. 
A. Wroblewski*) fand die Glutaminséure, Fr. Kutscher®) 
auch Asparaginsdiure, M. Schenk’) das Tryptophan, F. Ehr- 
lich und A. Wendel’) wiesen neben Leucin auch Isoleucin 
und Valin nach. Nach Schréder’®) ist aufierdem das Auf- 
treten von Phenylalanin und Cystin wahrscheinlich. Von diesen 
Resultaten sind nur die von Ehrlich mit Hilfe der Fischer- 
schen Estermethode gewonnen; nach dem gleichen Verfahren 
_stellte A. Pringsheim’®) fest, daf} die Hefe weder »Glyko- 
‘koll noch Alanin enthiilt, dagegen geringe Mengen von Prolin, 
Phenylalanin und Glutaminsaure, vielleicht auch Serin und 
sehr viel Leucin und Valin. 

Die unten beschriebenen Versuche waren im Sommer 
1914 abgeschlossen und zum Teil auch schon niedergeschrieben; 
ihre Veréffentlichung wurde durch den Krieg bis jetzt ver- 
zogert. Im Jahre 1915 erschien eine Mitteilung von C. Neu- 


1) Vgl. besonders G. Dreyer, Dissert. der Technischen Hochschule 
Miinchen, 8. 26 (1912). 

*) A. Béchamps, C. r. 74, 184 (1872); 78, 645 (1874). 

5) P. Schiitzenberger, C. r. 78, 493 u. 698 (1874). 

4) Vgl. P. Schulze a. a. O. 

5) Ber. d. d. Chem. Ges. 31, 3223 (1898); J. pr. Chem. 64, 52 (1901). 

6) Diese Zeitschr. Bd. 32, 71 (1901). 

7) Wochenschr. f. Brauerei 22, 227 (1905). 

8) Bioch. Zeitschr. 8, 431 (1908). 

®) Hofmeisters Beitr. z. chem. Phys. u. Pathol. 2, 389 (1902). 
“~“S°) Wochenschr. f. Brauerei 30, 399 (1918). 
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berg’), welche im Gegensatz zu den Angaben Pringsheims 
auch Alanin unter den Spaltprodukten des Hefeeiweifes fest- 
stellte. 

Wir haben sowohl Ober- als Unterhefe der Untersuchung 
unterworfen. Als Oberhefe benutzten wir obergirige Rein- 
zuchtbrennereihefe Rasse 12, als Unterhefe eine untergirige 
Betriebsreinhefe Rasse K des Instituts fiir Garungsgewerbe. 
Zur Aufspaltung der Eiweifistoffe blieb die Hefe bei Gegen- 
wart von Toluol der Autolyse iiberlassen; die Bestimmung 
der Monaminosiuren erfolgte soweit médglich nach dem KE. 
Fischerschen Esterverfahren. 

Als Hauptresultat*) ist hervorzuheben, dafi es gelang, fast 
alle bereits als Eiweifispaltprodukte iiberhaupt aufgefundenen 
Monaminosiuren in der Hefe nachzuweisen: Glykokoll, Alanin, 
Valin, Leucin, Prolin, Phenylalanin, Asparagin- und Glutamin- 
siure, Tyrosin, Tryptophan; nicht ganz sicher gelang der 
Nachweis von Serin und Cystin. Ferner sprechen manche 
Anzeichen fiir das Vorhandensein einer Aminobuttersiure. 
Das Suchen nach dieser im Eiweif} bisher nicht mit aller 
Sicherheit nachgewiesenen Substanz erschien hier besonders 
aussichtsreich, nach den Arbeiten von F. Ehrlich*). Ehr- 
lich hat bekanntlich gezeigt, dafi die Fuseléle bei der alko- 
holischen Garung durch Spaltung der Aminosduren entstehen, 
und zwar liefert jede Aminosiure den um ein Kohlenstoffatom 
armeren Alkohol. Da nun das Fuselél, wenn auch in geringer 
Menge, n-Propylalkohol enthalt, so sollte o-Amino-n-Butter- 
siure*) entweder in der Hefe, oder in der zu vergirenden 
Maische, Schlempe usw. aufzufinden sein. Unsere in dieser 
Richtung angestellten Versuche fiihrten indessen zu keinem 
sicheren Erfolg. — Das so oft in Hefe vergeblich gesuchte 
Glukosamin wurde in reinem Zustande aus den Zellriickstiin- 


1) Wochenschr. f. Brauerei 32, 319 (1915). 
-»*) Eine kurze vorlaufige Mitteilung dariiber findet sich in der 
Wochenschr, f. Brauerei 32, 325 (1915). 
8) Zeitschr. d. Ver. d. deutschen Zuckerindustrie 55, 539 (1905). 
*) Uber eine andere Méglichkeit der Erklirung vgl. F. Ehrlich, 
a.a. O. S. 566. 
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den nach der Selbstverdauung isoliert. Den Hauptwert legten 
wir auf eine mdglichst quantitative Isolierung der einzelnen 
Spaltprodukte; eine Erérterung der dabei gewonnenen Ergeb- 
nisse soll indessen einer spateren Mitteilung vorbehalten 


bleiben. 
I. Oberhefe. 


Autolyse-der Hefe. 


Kine abgewogene Menge (mehrere Kilogramm) Hefe von 
bekanntem Stickstoff- und Wassergehalt wurde im locker ver- 
schlossenen Stépselglas mit 5°/, Toluol versetzt und gut durch- 
gemischt. Daim Anfang stets heftige Selbstgiirung unter Kohlen- 
dioxydentwicklung eintrat, blieb die sich schnell verfliissigende 
Masse, um ein Uberschiiumen zu vermeiden, zunichst 1—2 Tage 
bei Zimmertemperatur stehen, und wurde erst, wenn die erste 
heftige Gasentwicklung vorbei war, in den Brutschrank ge- 
setzt. Die Selbstverdauung schritt stets sehr schnell voran, 
meist fiel bereits nach zehn Tagen die Biuretreaktion negativ 
aus; die letzten Reste noch unangegriffener Eiweifistoffe gingen 
dagegen nur sehr langsam in Lésung (vgl. unten). Stets be- 
gann nach einigen Tagen das Tyrosin langsam in farblosen 
kugeligen Aggregaten aus der Lésung auszukristallisieren. Es 
ist unméglich, das Ungeléste von der Fliissigkeit durch Fil- 
trieren zu trennen; daher wurde bei Unterbrechung des Ver- 
suchs die ganze Masse in einer groben Zentrifuge mit 3000 
Umdrehungen in der Minute zentrifugiert. Vorhandenes Tyrosin 
scheidet sich dabei als schweres Pulver am Boden ab, es 
kann von den dariiber sitzenden und teilweise in der Fliissig- 
keit schwebenden Zellhaiuten leicht und vollstindig mechanisch 
getrennt werden. Um auch die Zellriickstinde zu entfernen, 
wurde das Ganze mit dem gleichen Volumen Wasser ver- 
diinnt und aufgekocht. Bei erneutem Zentrifugieren setzen 
sich nunmehr die Zellriickstiinde fest am Boden ab. Sie werden 
noch zwei- bis dreimal mit sehr viel Wasser (je etwa dem dop- 
pelten Gewicht der angewandten Hefe) ausgekocht und stets 
durch Abzentrifugieren wieder von der Fliissigkeit getrennt. 
Die alsdann noch sehr wasserhaltige Masse wird durch zwei- 
maliges Eintragen in sehr viel Alkohol (Gewicht der angewandten 
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Hefe) und erneutes Abzentrifugieren von der Hauptmenge 
Wasser befreit und an der Luft getrocknet. Der unlisliche 
Riickstand war um so geringer, je linger die Autolyse dauerte, 
auch nahm der Stickstoffgehalt stiindig ab, niemals aber wurde 
der Riickstand stickstoffrei. 


Versuch I: 600 g Hefe 2 Tage bei 22°C., 8 Tage bei 37° C. gaben 
etwa 35g Riickstand (ungefiihr 25°/o vom Trockengewicht der Anfangs- 
hefe) mit 1,95°/o Stickstoff; es diirften schiitzungsweise 6°/o des Gesamt- 
stickstoffs der Hefe ungelist geblieben sein. 

Versuch Il: 900g Hefe mit 230g Trockensubstanz und 19 g Stick- 
stoff 14 Tage bei 37° C. gaben 50 g Riickstand mit 47 g Trockensubstanz 
(= 20°/o der angewandten Trockenhefe) und 1,8°/o (0,9g) Stickstoff 
(— 4,7"), vom Gesamtstickstoff). 

Versuch III]: 4200 g Hefe mit 1120g¢ Trockensubstanz und 94,5 g 
Stickstoff 16 Tage bei 37° C.: 210g Riickstand mit 196g Trockensub- 
stanz (17,5°/o der Trockenhefe) und 2,2°), (4,7 g) Stickstoff (—5°/o des 
Gesamtstickstoffs). 

Versuch IV: 3960 g Hefe mit 1020 g Trockensubstanz und 87,5 ¢ 
Stickstoff 1 Tag bei 20° C., 20 Tage bei 37° C., dann noch 2 Tage bei 
20°C; 173g Riickstand mit 163g Trockensubstanz (16°/o) und 1,3°/o 
(2,25 g) Stickstoff (— 2,6°/, vom Gesamtstickstoff). 

Versuch V: 3850 g Hefe mit 1030g¢ Trockensubstanz und 87,7 g 
Stickstoff 2 Tage bei 20°C, 26 Tage bei 37°C, dann noch 13 Tage bei 
20° C.; 95 g Riickstand mit 88 g Trockensubstanz (8°/,) und 1,4°/, (1,3 g) 
Stickstoff (—=1,5°/, vom Gesamtstickstoff). 

Bei der Autolyse tritt ein Stickstoffverlust (etwa in Form von 
Ammoniak oder auch von elementarem Stickstoff) nicht ein: die Hefe 
vom Versuch V enthielt z, B. frisch 2,28°/, Stickstoff und nach vier- 
wichentlicher Autolyse bei Gegenwart von Toluol 2,51 °/, Stickstoff (Durch- 
schnitt mehrerer fast genau tibereinstimmender Analysen). 


Der in den Zellriickstinden verbleibende Stickstoff war 
weder durch haufig wiederholtes Auskochen mit sehr viel 
Wasser, noch durch Ausziehen mit Alkohol oder heifer 
2°/,iger alkoholischer oder kalter 4°/,iger wasseriger Salz- 
siiure in irgend erheblichem Mae in Lésung zu bringen. Da- 
gegen entzog der Alkohol, der zum Auswaschen diente, dem 
Riickstande erhebliche Mengen stickstoffreier Substanzen, 
welche beim Verdampfen des Alkohols teilweise auskristalli- 
sierten. Durch Abpressen auf Ton und wiederholtes Um- 
kristallisieren aus Alkohol wurden schliefilich farblose Schuppen 
vom Schmelzpunkt 156—157° C. erhalten: Phytosterin, 





nee ee angen Ag | ee 











234 Jakob Meisenheimer, 


welches die von E. Gérard’) angegebene Farbreaktion zeigte. 
O. Hinsberg und E. Roos?*) geben als den Schmelzpunkt 
des Phytosterins aus Bier oder PrefBhefe 159° C. an, wihrend 
A. Neville*) die Schmelztemperatur niedriger (und auch 
Hinsberg und Roos in einem Falle), némlich bereits bei 
145—147° C. fanden. Auch wir beobachteten gelegentlich 
niedriger schmelzende Produkte. 

Die stickstoffhaltige Substanz der Zellriickstiinde ist in 
sehr verdiinnter Natronlauge zum gréSten Teil léslich: von 
5g Riickstinden mit 2,1°/, Stickstoff blieben nach stunden- 
langem Schiitteln mit 100ccm '/,,-normaler Natronlauge‘) 
3,9g mit nur noch 1,12°/, Stickstoff ungelést. Am vollstiin- 
digsten kann man die Auflésung der Zellriickstiinde erreichen 
durch Behandlung mit starken Sauren (konzentrierter Salz- 
siure, 50°/,iger Schwefelsiure). Kocht man eine solche Lé- 
sung lingere Zeit, so entsteht 


Glukosamin. 


Der Nachweis von Glukosamin ist bisher in der Hefe 
nicht gelungen, eine Tatsache, die deshalb besonders merk- 
wiirdig erschien, weil die Zellmembran der meisten anderen 
Pilze Chitin®) enthalt und daher bei der Hydrolyse mit starken 
Sauren Glukosamin liefert. C. van Wisselingh®*) hat ver- 
geblich versucht, auf mikrochemischem Wege mit Hilfe der 
von ihm ausgearbeiteten Jodreaktion Chitin in der Hefezell- 
wand nachzuweisen, und ebensowenig gelang C. Tanret’) der 
direkte chemische Nachweis durch Umwandlung in Glukosamin. 
Wir erhielten die besten Ausbeuten an Glukosamin-Chlorhydrat 
auf folgendem Wege: 





1) Chem, Zentralblatt 1896, IJ, 45. 

*) Diese Zeitschrift Bd. 38, S. 12 (1908). 

3) Chem. Zentralblatt 1914, I, 565. 

‘) Vgl. G. Dreyer a.a. O. S. 13 

5) Umfangreiche Lit. vgl. E. v, Lippmann, Chemie der Zucker- 
arten, Braunschweig 1904, S. 780. 

6) Jahrb. f. wissenschaftl. Bot. 31, 658 (1898). 

7) Bull. Soc. Chim. IIT, 17, 924 (1897). 
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100 g Zellriickstiinde (Versuch V) mit 1,4°/, Stickstoff 
und 7,1°/, Wasser werden mit 300 ccm konzentrierter Salz- 
siure angeriihrt und auf dem Wasserbade erwairmt. Es tritt 
raseh Liésung ein, alsbald farbt sich die Fliissigkeit dunkel 
und schlieflich schwarz. Nun setzt man nochmals 200 ccm 
konzentrierte Salzsiure zu und kocht am RiickfluBkiihler, zuerst 
wegen des starken Schiumens vorsichtig, dann stirker, im 
ganzen 8—10 Stunden lang. Die sich dabei massenhaft ab- 
scheidende kohlige Huminsubstanz (132 g feucht mit 0,28 g 
Stickstoff) wird abfiltriert und das goldgelbe klare Filtrat auf 
dem Wasserbade bis zur Entfernung der Hauptmenge Chlor- 
wasserstoff eingedampft. Der hinterbleibende braune Sirup 
scheidet beim wochenlangen Stehen allmihlich schéne farblose 
Kristalle ab (1,6 g). Diese Kristalle zeigen die typischen 
Reaktionen des Glukosamin-Chlorhydrats. Sie sind leicht 
léslich in Wasser, schwerer in Alkohol, sind aschefrei, redu- 
zieren Fehlingsche Lésung in der Kilte langsam, momentan 
bei gelindem Erwirmen. Aus Wasser kristallisieren sie in 
der charakteristischen Form und besitzen dann auch die richtige 
Zusammensetzung und Drehung: 
0,010180 g Substanz verbrauchten 4,70 ccm 1/,,.-Silbernitratlisung 
0,1508 , ‘ ‘ 6,95 , Diy - ” 

C,H,,0,NCI (215,6). Ber.: Cl 16,47. Gef.: 16,38; 16,34. 

0,4341 g Substanz zeigten, in Wasser zu 20 ccm gelést 
und eine halbe Stunde nach der Lésung untersucht, im 2 dem- 
Rohr eine Drehung von + 3,52°. Die Drehung ging nach 
einer weiteren halben Stunde auf 3,16° zuriick und war nach 
24 Stunden bei 3,09° konstant. Daraus berechnet sich [a] D 
= 71,2°, was mit den in der Literatur’) sich findenden An- 
gaben gut iibereinstimmt. 

Kiirzeres Kochen mit konzentrierter Salzsiure lieferte 
tiberhaupt kein Glukosamin, wahrscheinlich, weil dann die 
Kohlenhydrate der Zellmembran noch nicht geniigend durch 
Bildung von Huminsubstanzen zerstért und aus der Lésung 
entfernt waren und die Kristallisation verhinderten. Durch 





) Vgl. E. v. Lippmann a, a. O. 8. 519. 
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mehrstiindiges Erwirmen mit verdiinnter (8°/,iger) Salzsiure 
war nur sehr unvollkommene Lésung zu erzielen. Auch das 
Verfahren von E. Winterstein’) mit Verwendung der Dialyse 
ergab ein vdllig negatives Resultat, wohl ebenfalls aus dem 
oben angegebenen Grunde. 

Die aufgefundene Menge Glukosamin-Chlorhydrat ist sehr 
gering (im obigen Versuch 0,15°/, von der Trockensubstanz 
der urspriinglich verwendeten Hefe). Nun wird man ja aller- 
dings annehmen miissen, dai bei dem erforderlichen langen 
Kocher mit Salzsiure der gréfite Teil des vorhandenen Glukos- 
amins zerstért wird. Bei der Autolyse scheint Glukosamin 
nicht in Lésung zu gehen, denn die am langsten verdauten 
stickstoffiirmsten Zellriickstiinde des Versuchs V lieferten die 
besten Ausbeuten an Glukosamin. Diese Widerstandsfihigkeit 
gegen Verdauungsenzyme spricht dafiir, dafi die Muttersubstanz 
des Glukosamins in der Hefe, wie in so vielen anderen Pilzen, 
auch das Chitin ist, und der negative Ausfall der Versuche 
von van Wisselingh erklirt sich durch die auferordentlich 
geringe Menge. Als zweites Spaltprodukt des Chitins tritt 
bekanntlich Essigsiiure*) auf; auch diese konnte hier nach- 
gewlesen werden (vgl. unten). Da indessen die in den Orga- 
nismen ebenfalls sehr haufig aufgefundenen Mucine in allen 
oben angefiihrten Eigenschaften dem Chitin gleichen (vgl. C. 
Oppenheimer, Handb. der Bioch. des Menschen und der Tiere, 
I, 320), so kénnte sehr wohl auch ein solches Mucin die 
Muttersubstanz des Glukosamins in der Hefe darstellen. Das 
Verhalten gegen Siuren und Alkalien steht mit dieser An- 
nahme in besserem Einklang. 

Um ein ungefihres Bild von der Natur der insgesamt 
in den Zellriickstinden verbleibenden stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen zu bekommen, wurde eine gréfiere Portion der Hydro- 
lyse unterworfen: 

178 g Zellriickstinde mit 3,97 g Stickstoff (Versuch III) 
wurden mit konzentrierter Salzsiiure wie oben aufgeschlossen. 





1) Diese Zeitschrift Bd. 21 8. 137 (1895). 
*) F. Hoppe-Seyler, Ber. d. d. chem. Ges. 27, 3329 (1894); 
T. Araki, Diese Zeitschrift Bd. 20 S. 498 (1895). 
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Es schieden sich 84,9 g Huminsubstanz (bei 100° C. getrocknet) 
ab mit 0,67 g Stickstoff (17°/, vom Gesamtstickstoff). Nach 
dem Einengen des Filtrats im Vakuum kristallisierten all- 
mahlich 1,13 g Glukosamin-Chlorhydrat (mit 0,07 g Stickstoff) 
aus, die in einzelnen Fraktionen abgesaugt wurden. 

Das Vakuumdestillat der Hydrolysenfliissigkeit wurde durch Schiitteln 
mit Bleioxyd von der Hauptmenge Salzsiure und durch Schwefelwasser- 
stoff vom gelisten Blei befreit. Der Rest der Salzsiure sollte mit Silber- 
oxyd hinweggenommen werden. Bei Zusatz des Silberoxyds trat aber 
starke Abscheidung von metallischem Silber auf, welche nur durch Ameisen- 
siure’) veranlaBt sein konnte. Es wurde daher zunichst zur Zerstérung 
der Ameisensiure mit Schwefelchromsiiuregemisch auf dem Wasserbade er- 
wirmt, bis die gelbrote Farbe der Chromsiure stehen blieb und die fliichtige 
Siiure alsdann von neuem iibergetrieben. Etwas Salzsiiure wurde noch 
init Silberoxyd entfernt; aus dem Filtrat davon kristallisierte das essig- 
saure Silber in den charakteristischen farblosen Nadeln. 


0,1565 g Substanz verbrauchten 9,30 ccm 0/,,-Salzsiure 
C,H,O,Ag. Ber.: Ag 64,65°/,; gef.: 64,14°/,. 


Als auch bei sehr langem Stehen kein Glukosaminchlor- 
hydrat mehr sich abschied, wurde mit Wasser verdiinnt und 
zuerst mit Bariumkarbonat, nachher, als dabei fast kein 
Ammoniak iiberging, mit Magnesia destilliert. Das Destillat 
enthielt 0,31 g Stickstoff in Form von Ammoniak. — Beim 
Abtreiben des Ammoniaks war versehentlich viel zu viel 
Bariumkarbonat und Magnesia verwendet (Gesamtmenge nach 
dem Auswaschen und Trocknen 105 g!); das Gemisch erhielt 
daher sehr viel Stickstoff adsorbiert zuriick, namlich 0,28 g. 

Das Filtrat vom Bariumkarbonat-Magnesiumoxyd (1150 ccm) 
wurde mit 150 ccm 30°/,iger Schwefelsiure stark angeséuert 
und zur Ausfillung der Alloxurbasen heif} mit Silbersulfat 
versetzt, solange noch ein Niederschlag erfolgte; selbstver- 
stiindlich fiel auch sehr viel Chlorsilber mit. Der Niederschlag 
enthielt nach sehr sorgfiltigem Auswaschen mit heifier ver- 
diinnter Schwefelsiiure 0,18 g Stickstoff (Alloxurbasen- 
stickstoff). 


') Entstanden beim Kochen der Kohlenhydrate der Zellriickstiinde 
mit Salzsiiure, 


Foppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIV. 17 
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In dem Silbersulfat noch in reichlicher Menge enthal- 
tenden Filtrat wurde in bekannter Weise ') die Arginin-Histidin- 
Fraktion durch Zusatz von festem gepulvertem Baryt abge- 
schieden. Gefunden: 0,52 g Arginin-Histidin-Stickstoff. 

Nach Entfernung des iiberschiissigen Baryts mit Schwefel- 
siure (das ausfallende Bariumsulfat [300 g] rif} wieder 0,16 ¢ 
Stickstoff mit nieder) wurde aus der stark eingeengten Fliissig- 
keit das Lysin und Cholin mit Phosphorwolframsiure gefiillt ; 
es fielen 5,4 g Phosphorwolframat mit 0,08 g Stickstoff. 

Das Filtrat davon enthielt noch 1,20 g Stickstoff (Mon- 
aminosdurestickstoff). 

Addiert man die im Verlauf des eben beschriebenen 
Versuchs gefundenen Stickstoffmengen, so ergibt sich als 
Summe 3,47 g Stickstoff, mithin ein Verlust von 0,50 g, der 
als Arbeitsverlust zu betrachten ist. Ohne erheblichen Fehler 
kann man annehmen, dafi dieser Verlust wesentlich bei dem 
Absaugen der Glukosaminfraktion, also zu Beginn der Operation 
eingetreten ist, und sich daher gleichmiafiig auf den gesamten 
vorhandenen Stickstoff verteilt. Das gleiche gilt von dem 
Stickstoff der Huminsubstanz, der hier wegen der groen 
Menge der vorhandenen Kohlenhydrate sehr hoch ist. Lift 
man diese Stickstoffanteile auBber Betracht, so ergibt sich 
schitzungsweise nachstehende Verteilung des Stickstoffs in 
den Zellriickstiinden (abgesehen vom Glukosamin); dabei ist 
der in dem Bariumkarbonat-Magnesiumoxyd-Gemisch und im 
Bariumsulfat zuriickgehaltene Stickstoff in sinngemafier Um- 
rechnung bei den einzelnen Stickstoffraktionen in Rechnung 
gesetzt: Auf Ammoniak entfallen 11°/, des Gesamtstickstoffs, 
auf Alloxurbasen 7°/,, auf die Arginin-Histidinfraktion 22°/,, 
auf die Lysin-Cholinfraktion 4°/, und auf Monaminosiuren 56°,,. 
Diese Zahlen entsprechen im grofien und ganzen den bei der 
allgemeinen Hydrolyse des Hefeeiweifies gefundenen Werten, 
nur in der Lysin-Cholinfraktion ist sonst stets mehr Stickstofi 
gefunden. Die in den ,Zellriickstinden‘ hinterbleibende 
stickstoffhaltige Substanz hat demnach (abgesehen vom 





*) F. Wei, Diese Zeitschrift Bd. 52 8. 107 (1907). 
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Glukosamin) die gleiche Zusammensetzung wie das 
iibrige Hefeeiweib. 

Die weitere Darstellung der Untersuchungsergebnisse 
erfolgt am besten an Hand eines vollstindig durchgefiihrten 
Versuchs; die bei anderen Versuchen gemachten Erfahrungen 
sind an passender Stelle eingefiigt. 

3850 g Hefe (Versuch V der Zusammenstellung iiber den 
Autolysenverlauf S. 233) mit 87,7 g Stickstoff wurden unter den 
bereits angegebenen Bedingungen der Autolyse iiberlassen. 
Beim Abbrechen des Versuchs hatte sich das 


Tyrosin 


in dichten kugeligen Anhiufungen am Boden des Gefifies ab- 
geschieden, wiihrend die leichteren Zellriickstinde in der 
dunkelgefiirbten Fliissigkeit suspendiert waren. Ohne mit 
Wasser zu verdiinnen, wurde die dickfliissige Masse zentrifu- 
giert; auf diese Weise lief} sich das Tyrosin von den Zell- 
riickstaénden gut trennen, da sich das Tyrosin am Boden der 
Zentrifugiergefiifie, die Zellriickstiinde dagegen an der Ober- 
fliche der Fliissigkeit absetzten. Nach nochmaligem Waschen 
mit Wasser und Trocknen hinterblieben 15 g (enthaltend 1,16 g 
Stickstoff) fast farbloser Kristalle von Tyrosin. Sie schmolzen 
roh bei 303° C. (Zersetzung), nach einmaligem Umkristallisieren 
aus Wasser bei 311—312° C. und waren frei von Asche und 
Schwefel. Beim Auskochen der feingepulverten Substanz mit 
einem Gemisch von Eisessig und Alkohol (1:1)') gingen nur 
Spuren in Lisung; also war auch kein Leucin beigemischt. 
Ks lag vielmehr fast reines Tyrosin vor. Die hier gefundene 
Menge Tyrosin ist zweifellos zu niedrig, da in der abzentri- 
fugierten Mutterlauge und in den Waschwiissern eine nicht 
unerhebliche Menge gelist blieb. Wir haben bei der Unter- 
hefe diese Menge bestimmt (siehe dort); danach kann man 
schitzen, daB hier die gesamte Tyrosinmenge etwa 20—25 g 
betragen hat. 


1) J. Habermann und R. Ehrenfeld, Diese Zeitschrift Bd. 37 
S. 18 (1902/08). 
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Verarbeitung der Zellriickstinde. 


Die von dem Tyrosin abgetrennte Autolysenfliissigkeit 
(nebst Waschwiassern), in der noch die Zellriickstiinde sus- 
pendiert waren, wurde mit Wasser auf das Doppelte des ur- 
spriinglichen Volumens gebracht, aufgekocht und nach dem 
Erkalten die nunmehr untersinkenden Zellriickstiinde abzentri- 
fugiert. Nachdem diese noch dreimal in je ca. 8 1 Wasser 
und dann zweimal in je 4 1 Alkohol aufgeschlemmt und wieder 
abzentrifugiert bzw. zuletzt abgesaugt und mit Ather ge- 
waschen waren, stellten sie ein graues trockenes Pulver (95 g) 

dar, das noch 6,8 °/, Wasser und 1,32 g (= 1,4 °/,) Stickstoff 
 enthielt. Uber die Natur der in diesen Riickstiinden vorhan- 
denen stickstoffhaltigen Substanz ist oben ausfiihrlich berichtet. 
Der Alkohol, mit dem die Zellriickstinde behandelt worden 
waren, hinterlief} beim Eindampfen ein in Wasser nicht klar 
lisliches rotbraunes Ol. Es wurde mit Ather behandelt, wo- 
bei es teilweise in Liésung ging. Diese atherische Lésung, 
vereinigt mit dem Waschither der Zellriickstainde, erwies sich 
jedoch als fast stickstoffrei; sie enthielt nur 0,03 g Stickstoff 
und wurde nicht weiter untersucht. Der in liter unlisliche 
Teil des aus dem alkoholischen Extrakt erhaltenen Riick- 
standes wurde wieder in Alkohol gelést und auf seinen Stick- 
stoffgehalt analysiert. Er enthielt 0,51 g Stickstoff. In dem 
gesamten alkoholischen Extrakt waren also 0,54 g Stickstoff 
vorhanden, die, soweit sie nicht fiir die Analysen verbraucht 
waren, mit der Autolysenfliissigkeit vereinigt weiter verar- 
beitet wurden (0,3 g Stickstoff). 


Veresterung nach Emil Fischer. 


Die vom Tyrosin und den Zellriickstinden befreite wis- 
serige Autolysenfliissigkeit wurde mit allen Waschwissern der 
Zellriickstiinde und des Tyrosins vereinigt im Vakuum einge- 
dampft, nachdem vorher eine Probe zur Stickstoffanalyse ab- 
genommen worden war. Die wisserige Liésung enthielt 83,6 g 
Stickstoff. Da urspriinglich 87,7 g Stickstoff in Arbeit ge- 
nommen waren und bisher 1,16 g mit dem Tyrosin, 1,32 g 
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mit den Zellriickstiinden abgetrennt und ferner 0,24 g zu Ana- 
lysen verbraucht sind, so sollten eigentlich noch 85,0 g Stick- 
stoff vorhanden sein; es sind mithin bei den zahlreichen Opera- 
tionen 1,4 g Stickstoff verloren gegangen. Der beim Ein- 
dampfen hinterbleibende braune Sirup wurde mit 21 absolutem 
Alkohol iibergossen und nach der Methode von E. Fischer, 
durch Einleiten von gasférmiger Salzsiiure, verestert, der Al- 
kohol abgedampft, in 31 frischem Alkohol aufgenommen und 
von neuem mit Chlorwasserstoff gesiittigt. Es hinterblieb ein 
betriichtlicher unléslicher Riickstand, der nach liingerem Stehen 
im Eisschrank abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und bei 
40° C. getrocknet wurde (95g). Die alkoholische Wasch- 
fliissigkeit wurde mit der alkoholisch-salzsauren Esterlésung 
vereinigt, im Vakuum eingedampft und die Veresterung nach 
dem Aufnehmen in 3 | absolutem Alkohol nochmals in der- 
selben Weise durchgefiihrt. Wieder blieb ein Teil, wenn auch 
nur noch wenig, ungelést und wurde in derselben Weise wie 
bei der ersten Veresterung behandelt. Im ganzen betrug der 
unlésliche Veresterungsriickstand $9 g und enthielt 9,8 g 
Stickstoff, wovon 2,5 g als Ammoniakstickstoff vorhanden 
waren’). Soweit der Stickstoff nicht als Ammoniak vorlag, 
konnte er als Alloxurbasenstickstoff vollstiindig aufgeklart 
werden. 

Die alkoholisch-salzsaure Esterlésung wurde auf 4000 ccm 
gebracht und analysiert. Sie enthielt 71,0 g Gesamtstickstoff, 
waihrend 73,8 g (83,6 g—9,8 g im Veresterungsriickstand) 
zu erwarten gewesen waren, also auch hier wieder ein Ar- 
beitsverlust von 2,8 g Stickstoff. Verschiedene Proben wurden 
ferner nach Abstumpfung der Salzsiiure mit Natronlauge zur 
Bestimmung des Ammoniaks mit Magnesia, Natriumkarbonat 
und Bariumkarbonat destilliert. Mit Soda und Magnesia wurden 
(auf die 4000 cem berechnet) iibereinstimmend 6,8 g Stick- 
stoff als Ammoniak iibergetrieben, mit Bariumkarbonat etwas 
weniger. Addiert man dazu den Ammoniakstickstoff des Ver- 





1) Von diesem Veresterungsriickstand wird in einer spiteren Mit- 
teilung ausfiihrlich die Rede sein. 
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esterungsriickstandes und beriicksichtigt auch die Arbeitsver- 
luste, so ergibt sich, dafi im ganzen nach der Veresterung 
9,8 g des Hefestickstoffs (11 °/,) im Form von Ammoniak 
vorhanden sind. Es besteht kein Zweifel, dai die Bildung 
des Ammoniaks zum weitaus gréften Teil erst bei der Ver- 
esterung und nicht bei der Autolyse vor sich geht. Denn in 
einem analogen Versuch (IV) wurde bei Verwendung von 
3960 g Hefe mit 87,5 g Stickstoff direkt nach beendeter 
Autolyse der Ammoniakstickstoffgehalt ermittelt und_ selbst 
beim Destillieren mit Bariumhydroxyd nur 4,1 g Ammoniak- 
stickstoff gefunden, wobei sicherlich bereits Zersetzung kom- 
plizierter stickstoffhaltiger Substanzen eingetreten war. Mit 
Magnesiumhydroxyd wurden nimlich nur 2,8 g, mit Barium- 
karbonat gar nur 0,6 g Stickstoff iibergetrieben. Indessen 
ist Bariumkarbonat zur Bestimmung von Ammoniak in Auto- 
lysesiften, wie wir uns iiberzeugten, ungeeignet, denn auch 
der Ammoniakgehalt im Phosphorsalz oder im Zinkammonium- 
sulfat wird, wenn man diese Substanzen dem Autolysensaft 
zusetzt, nur sehr langsam und unvollstiindig iibergetrieben, 
wahrend dieselben Salze beim Kochen mit Bariumkarbonat fiir 
sich ohne Schwierigkeit richtige Ammoniakzahlen lieferten. — 
Merkwiirdigerweise ergab indessen auch die nachtriigiiche Hy- 
drolyse des Hefeautolysensaftes nach 7 stiindigem Kochen mit 
25°/,iger wisseriger Schwefelsiure nicht soviel Ammoniak, 
als die ja allerdings sehr viel langere Behandlung mit alko- 
holischer Salzsiure bei der Veresterung. Unter diesen Bedin- 
gungen gingen nur 7,5°/, vom Stickstoff des Autolysensaftes 
derselben Hefe in Ammoniak iiber. 

Von den 4000 cem der alkoholischen Esterlésung wurden 
150 cem mit 2,7 g Stickstoff fiir Analysen verbraucht, so dais 
3850 cem mit 68,3 g Stickstoff fiir die weitere Verarbeitung 
zur Verfiigung shail. Diese hinterliefen beim Eindampfen 
im Vakuum einen braunen Sirup, aus dem die Hster nach 
bekanntem Verfahren mit Kalilauge und Kaliumkarbonat in 
Freiheit gesetzt und mit Ather aufgenommen wurden. Nach 
dem Trocknen und Abdestillieren eines grofen Teils des Athers 
betrug der Stickstoffgehalt der auf 1 1 konzentrierten Kster- 
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Jésung 20,0 g, wovon nach Abzug von Analysensubstanz fiir 
die Esterdestillation selbst noch 19,7 g iibrig blieben. 

Der Ather wurde nunmehr anfangs bei gewdhnlichem 
Druck, schlieBlich im Vakuum (60 mm, bis 30° Badtemperatur) 
weiter abdestilliert; dabei gingen geringe Mengen von Estern 
in das Destillat mit iiber (siehe spiiter). Die Esterdestillation 
erfolgte dann in tiblicher Weise, fiir die ersten drei Fraktionen 
bei 12—14 mm Druck, fiir die iibrigen im hohen Vakuum. 
Die einzelnen Fraktionen wurden dann getrennt nochmals 
destiliiert; das endgiiltige Ergebnis ist aus folgender Tabelle 
ersichtlich: 








Mraktion Siedetemperatur Druck Ausbeute 
] bis 55° C, 14 mm 36 g (mit viel Alko- 
hol und Ather) 
II oD , 85° C, uM. , 39 g 
lil 85 , 95° C, 14 , a 
IV 90 , 185° C. - 4 56 , 
(Hauptmenge 100 bis 
101° C.) 











Die héher siedenden Anteile und der Destillationsriick- 
stand (etwa 100 g) gingen infolge Zerspringens des Kolbens 
verloren. 

Die Verseifung der Ester und die Aufarbeitung der 
Aminosidurefraktionen soll spiiter besprochen werden. 

Die beim Infreiheitsetzen der Ester erhaltene breiige Masse 
wurde zwecks vollstindiger Gewinnung der Ester noch ein 
zweites Mal der Veresterung unterworfen. Sie wurde deshalb 
mit einem Uberschuf} von konzentrierter Salzsiiure versetzt;: 
wegen des sehr starken Schiiumens mufi der Salzsiurezusatz 
sehr langsam in kleinen Portionen') erfolgen. Durch mehr- 


1) Leider ging an dieser Stelle knapp ein Viertel der Fliissigkeit 
durch Zerbrechen eines Kolbens verloren; da der Stickstoffgehalt vor dem 
Verlust genau bekannt war und sofort nachher von neuem bestimmt wurde, 
liefi sich die GriBe dieses Verlustes mit Genauigkeit bestimmen. Im fol- 
genden sind der Einfachheit und Ubersichtlichkeit halber die gefundenen 
Mengen so umgerechnet, als ob ein Verlust nicht eingetreten wire. 
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fachen Alkoholzusatz und Einengen im Vakuum wurde die 
Hauptmenge des Kaliumchlorids entfernt, bis schlieBlich beim 
Eindampfen ein brauner Sirup iibrig blieb. Dieser braune 
Sirup wurde mit Alkohol iibergossen und durch gasférmige 
Salzsiiure zweimal verestert. Hierbei schied sich nochmals 
eine geringe Menge Kaliumchlorid ab, welche durch beige- 
mischte Huminsubstanzen braun gefirbt war. Die ganze Menge 
des ausgeschiedenen, mit Alkohol sorgfiltig ausgewaschenen 
Kaliumchlorids, ca. 2450 g, enthielt 3,2 g wohl gréBtenteils 
als Huminsubstanzen vorhandenen Stickstoff; nihere Unter- 
suchung erschien aussichtslos. Die Analyse der veresterten 
alkoholischen Lésung — sie war auf 2000 ccm gebracht 
worden, wovon 30 ccm zu Stickstoffbestimmungen nach 
Kjeldahl! und Priifung auf Ammoniak verbraucht wurden — 
ergab einen Gesamtstickstoffgehalt von 38,5 g Stickstoff, wo- 
von nur noch wenig (0,7 g) in Form von Ammoniak vorlag. 
Die weitere Verarbeitung erfolgte wie oben nach der Methode 
von K. Fischer. Die iatherische Liésung der freien Ester 
engten wir auf 400 ccm ein und entnahmen davon zweimal 
5 ccm fiir Stickstoffbestimmungen; sie enthielt noch 8,4 ¢ 
Stickstoff'). Dann erfolgte wie friiher die Destillation. Die 
Verteilung der Fraktionen nach zweimaliger Destillation der 
ersten drei war folgende: 








Fraktion Siedepunkt Druck Ausbeute 
I bis 55° C. 12 mm 21 ¢g 
lI 55 , 80° C. i” » i... 
Ill 80 , 105° C. uw | 13 , 
IV 100 , 145° C, -, ss 28 . 
(Hauptmenge 103 bis 105°C.) 
V 145 bis 165° C, o 3 10 , 











Der Destillationsriickstand betrug 27 g und enthielt 
1,76 g Stickstoff; er wurde nicht untersucht. Die weitere 
Verarbeitung des atherunlislichen wisserig-alkalischen Ver- 
esterungsriickstandes ist unten (S. 256) ausfiihrlich beschrieben. 





1) Beim Abdestillieren des Athers gingen auch hier geringe Mengen 
von Estern mit tber. Niheres hieriiber siehe spiter unter Fraktion I, 
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Nach beendeter Destillation wurden die einzelnen Frak- 
tionen der ersten wie der zweiten Veresterung sofort weiter 
verarbeitet. Die Fraktionen I—III beider Veresterungen waren 
im Wasser klar léslich und wurden durch 6—S8stiindiges 
Kochen mit etwa der 5—10fachen Menge Wasser bis zum 
Verschwinden der alkalischen Reaktion verseift. Die Ester 
der hdher siedenden Fraktionen wurden dagegen, nachdem 
vorher die in Wasser unlésliche Phenylalanin-Fraktion in spiter 
genauer beschriebener Weise abgetrennt war, durch etwa 
2stiindiges Kochen mit ungefihr der doppelten Gewichtsmenge 
Baryt verseift. Die Aufarbeitung der einander entsprechenden 
Fraktionen aus beiden Veresterungen erfolgte dann gemeinsam, 
wie es im folgenden beschrieben wird. 


Verarbeitung der einzelnen Fraktionen. 


Wie schon erwihnt, gingen beim Eindampfen der ithe- 
rischen Esterléisungen geringe Mengen von Estern in das 
Destillat iiber. Durch Ausschiitteln des Athers beider Ester- 
destillationen mit verdiinnter Salzsiiure und Eindampfen der 
salzsauren Liésung wurden im ganzen 3,1 g Chlorhydrate 
erhalten. Beim Aufnehmen mit absolutem Alkohol blieben 
0,3 g Ammoniumchlorid unléslich zuriick. Die alkoholische 
Lésung wurde nun durch Einleiten gasférmiger Salzsiiure von 
neuem verestert und gab eine Kristallisation von 0,1 g Gly- 
kokollesterchlorhydrat (F. 139—140° C.). Die Mutterlauge 
von Glykokollesterchlorhydrat hinterliefi nach dem Verseifen 
und nach Entfernung der Salzsiure mit Bleioxyd noch 1,1 g 
Aminosiure, welche im wesentlichen als Alanin angesprochen 
werden muf. 

Fraktion I. Siedepunkt 25—55° C. bei 14 mm Druck; 
57 g. Nach dem Verseifen und Eindampfen im Vakuum hinter- 
blieb ein farbloser Riickstand, von dem beim Auskochen mit 
Alkohol fast nichts in Lésung ging; Prolin war in dieser 
Fraktion also so gut wie nicht enthalten. Der Auszug wurde 
mit dem der Fraktion II vereinigt. Es hinterblieben nicht 
mehr als 11,6 g Substanz, woraus zu schliefen ist, dafi die 
urspriingliche Fraktion noch sehr erhebliche Mengen Alkohol 
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enthielt. Die farblose pulvrige Masse hatte einen Stickstoff- 
gehalt von 15,23°/, (also 1,77 g Gesamtstickstoff), bestand 
mithin aus fast reinem Alanin (mit 15,7°/, Stickstoff), doch 
war auch etwas Glykokoll beigemischt, wie der folgende Ver- 
such zeigt: 4 g obiger Substanz wurden in 20 ccm absolutem 
Alkohol suspendiert und durch trockenes Salzsiuregas ver- 
estert. Nachdem ein Impfkristall von Glykokollesterchlor- 
hydrat hinzugefiigt worden war, blieb die Lésung iiber Nacht 
in Kis stehen. Es wurden so 0,6 g Glykokollesterchlorhydrat 
in fast farblosen Kristallen erhalten, die bei 137—139° C. 
schmolzen und nach einmaligem Umkristallisieren aus Alkohol 
(0,45 g) den richtigen Schmelzpunkt 144° C. zeigten. Aus der 
Mutterlauge vom Glykokollesterchlorhydrat wurden nach dem 
Verseifen, Entfernen der Salzsiiure mit Bleioxyd und Aus- 
fallen des Bleis mit Schwefelwasserstoff 3,3 g Alanin zuriick- 
erhalten. 

Fraktion II. Siedepunkt 55—80° C. bei 14 mm Druck; 
50 g. Von dem nach dem Verseifen und Eindampfen ver- 
bleibenden Aminosiiuregemisch gingen beim Auskochen mit 
Alkohol nicht eben betriichtliche Mengen in Lésung. Ks hinter- 
blieben schlieSlich 34,1 g farbloser Substanz. Ein Versuch, 
in einem Teil dieser Fraktion durch fraktionierte Kristallisation 
eine Trennung der Aminosiiuren zu erreichen, brachte keinen 
wesentlichen Erfolg; wenigstens wichen die Schmelzpunkte 
der einzelnen Fraktionen von dem der urspriinglichen Substanz 
(272° C.) nicht bedeutend ab. Daher wurde alles wieder mit 
dieser vereinigt in der Absicht, durch nochmalige Veresterung 
und fraktionierte Destillation eine Trennung der Aminosiuren 
dieser Fraktion zu versuchen. Diese Versuche sind indessen 
noch nicht zum Abschlufi gekommen; es soll spiiter dariiber 
berichtet werden. 

Die 54,1 g enthielten 13,06°/,, also 4,45 g Stickstoff. 
Die Stickstoffanalyse entspricht etwa der Zusammensetzung 
der Aminobuttersiiure, die 13,6°/, Sticksteff enthilt. Wie 
unten beschriebene Versuche mit Unterhefe zeigen, ist Amino- 
buttersdiure, die bisher in Eiweifistoffen nicht mit Sicherheit 
gefunden ist, auch in der Hefe héchstens in geringer Menge 











Die stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefe. 247 


enthalten. Die hier erhaltene Fraktion Aminosiiure diirfte 
demnach der Hauptsache nach (zu etwa 60°/,) aus Alanin 
bestehen, dem wenig Aminobuttersiiure und viel (rund 40°/,) 
Valin beigemischt ist. Die einzelnen Bestandteile dieser Fraktion 
sind genauer in Versuch HI (siehe 8. 260) untersucht. 

Fraktion HI. Siedepunkt 80—100° C. bei 14 mm Druck; 
64g. Hier schieden sich nach beendeter Verseifung bereits 
beim Erkalten reichliche Kristallmassen aus, die abfiltriert 
und mit kaltem Wasser gewaschen wurden (Illa). Mutter- 
laugen und Waschwisser wurden vereinigt zur Trockne ver- 
dampft (IIIb). Die Ausbeute betrug nach dem Auskochen mit 
Alkohol fiir 

lila: 11,9 g mit 10,70°/,, also 1,5 g Stickstoff, 
lb: 238, , 11,82%, , 2,7, z 

wihrend einschlieBlich der geringen Mengen aus Fraktion I 
und If 12,5g Aminosiuren sich in dem Alkohol auflésten 
(siehe unter Prolin). 

Die Aufarbeitung der beiden alkoholunléslichen Frak- 
tionen erfolgte getrennt nach dem von P. A. Levene und 
D. D. van Slyke’) angegebenen Verfahren iiber die Bleisalze. 


Illa. 


Die Elementaranalyse dieser bei 285° C. noch nicht 
schmelzenden Fraktion ergab folgende Werte: 


C He 
Gefunden: 54,12 10,15 
Berechnet fiir Leucin: 54,9 10,0 
‘ » Valin: 51,8 9,5. 


Unter der Annahme, dai die Substanz aus einem Gemisch 
von Leucin und Valin bestand, lieS sich aus dem gefundenen 
Werte fiir Kohlenstoff auf einen Gehalt von 78°/, Leucin 
schlieSen. Aus dieser Uberlegung heraus ergab sich folgende 
Arbeitsweise: 

10 g gut gepulverter Substanz wurden mit 70ccm Wasser 
angeriihrt und auf dem Wasserbade erwiirmt; nach Zugabe 


‘) Journ. of Biolog. Chem. 6, 391 (1909). 
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von 15 ccm 25°/,igem Ammoniak trat nach kurzer Zeit voll- 
stindige Lésung ein. Nun wurden 27 ccm Bleiacetatlésung 
vom spez. Gewicht 1,255 unter Umschiitteln tropfenweise 
hinzugefiigt; sie erzeugten eine feinpulverige Fallung, die nach 
Istiindigem Stehen in Eiswasser abgesaugt, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und dann getrocknet wurde. Fallung I: 
Ausbeute 13,5 g Bleisalz. (Unter der Voraussetzung, daf} das 
angewandte Gemisch 78°/, Leucin enthielt, berechnen sich 
13,9 g Leucinblei.) Die Mutterlauge ergab bei Zugabe von 
weiteren 9 ccm derselben Bleiacetatlisung abermals eine, 
wenn auch bedeutend schwiichere Fallung, die ebenso wie die 
Fallung I behandelt wurde. Ein weiterer Zusatz von Blei- 
acetatlésung erzeugte keine Fallung mehr. Fiillung IL: Aus- 
beute 1,0 g. Die Analyse beider Fiillungen ergab folgende 
Werte: 
Fallung I: Gef.: 44,219/, Pb; fiir Leucinblei berechnet 44,32°/, Ph. 

3 II: , 46,76°/, ,  , Valinblei 47,12°/, . 
Fallung I war also reines Leucinblei, Fallung I fast reines 
Valinblei. 

Zur weiteren Bekraftigung des oben gewonnenen Resu!- 
tates wurden 13g Bleisalz der Fallung [ in viel Wasser 
suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt; das Filtrat 
vom Schwefelblei ergab dann beim Einengen 6,5 g einer schin 
kristallisierten farblosen Substanz, die alle Kigenschaften des 
Leucins zeigte. Auch die Stickstoffbestimmung gab auf Leucin 
gutstimmende Werte: 


Gesamtstickstoff nach Kjeldahl 10,63 °/,, 
Aminostickstoff nach van Slyke’) 10,98°/,, 
fiir Leucin berechneter Stickstoff 10,68 °/,. 


Die Fallung I bestand also nach dieser Analyse aus reinem 
Leucin-Isoleucinblei. Die aus 10g der Fraktion Illa erhal- 
tenen 13,5 g Bleisalz entsprachen mithin 7,5g Leucin. Auf 
Isoleucin wurde nicht gepriift, da dieses schon von F. Ehr- 
lich und A. Wendel?) in der Hefe nachgewiesen ist. Das 





) D. D. van Slyke, Ber. d. d. chem. Ges, 43, 3170 (1910): 44, 
1684 (1911). 
7) Bioch. Zeitschr. 8, 431 (1908). 
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Drehungsvermégen einer Lésung von 1,5858g Substanz in 
100 com Wasser betrug im 2 dm-Rohr — 0,14° C. Man kann 
daraus mit Vorbehalt schliefien, daf} das Priparat etwa zu °/, 
aus ]-Leucin, zu */, aus d-Isoleucin bestand. 

Die Bleisalzfillung If wurde (von der bereits ange- 
gebenen Analyse abgesehen) nicht weiter untersucht, sondern, 
soweit sie nicht fiir analytische Zwecke verbraucht war, 
wieder mit der Mutterlauge vereinigt und mit Schwefelwasser- 
stoff vom Blei befreit. Das Filtrat vom Schwefelblei ergab 
dann beim Einengen 1,85 g Aminosiure, also (bei Hinzurech- 
nung der als Analysensubstanz verbrauchten 0,5 g Bleisalz) 
nahezu die sich berechnende Menge, welche wohl ganz als 
Valin') zu betrachten ist. Die Fraktion Illa bestand dem- 
nach zu 75°/, aus Leucin, der Rest aus Valin. Daraus ergibt 
sich, dafi in diesen 11,9g 8,9g Leucin und 3g Valin ent- 
halten waren. 

Iitb. 

Die Trennung von Leucin und Valin erfolgte in dieser 
Fraktion, welche 23,8 g vom Schmelzpunkt 275°C. betrug 
und 11,5°/o Stickstoff enthielt, ganz analog wie bei Fraktion 
Ila. Kine Elementaranalyse ergab: 

C H 
Gefunden: 52,06 9,60 
Berechnet fiir Leucin: 54,9 10,0 
7 , Valin: 51,8 9.5. 
Aus dem gefundenen Werte fiir Kohlenstoff war auf einen 
Gehalt von etwa 22°/, Leucin in dem Gemisch zu schliefien. 
Dementsprechend wurde wie folgt verfahren: 

10g der Fraktion wurden, wie oben beschrieben, mit 
Ammoniak in Lisung gebracht und tropfenweise 10 ccm Blei- 
acetatlisung (spezifisches Gewicht 1,255) zugegeben. Nachdem 
der Niederschlag (I) entfernt war, wurden durch Zusatz von noch 
zweimal je 4 ccm derselben Bleiacetatlésung zwei weitere 
Fallungen (II und III) erhalten, welche simtlich auf ihren 


1) Valinblei ist in Wasser ziemlich léslich und die Mutterlauge 
der Fallung II enthielt mit gréfter Wahrscheinlichkeit im wesentlichen 
auch nur Valinblei. 
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Bleigehalt gepriift wurden. Die Analysen lassen erkennen, 
daf} die erste Fallung aus Leucinblei, die beiden folgenden aus 
Valinblei bestanden. 
I. 4,5 g Bleisalz mit 44,45°/, Blei, 
ee ee , 46,709, , 
es ee 
3erechnet fiir Leucinblei 44,32°/,, fiir Valinblei 47,12°/,. 

Bei weiterem Zusatz von Bleiacetat entstanden immer 
geringere Fiillungen. Die drei Fillungen, soweit sie nicht 
fiir analytische Zwecke verbraucht waren, und auch die Mutter- 
lauge wurden getrennt mittels Schwefelwasserstoff vom Blei 
befreit und weiter untersucht: Fillung I ergab 2 g schoén- 
kristallisierender Substanz mit allen Kigenschaften des Leucins. 
Auch die Stickstoffbestimmung gab einen auf Leucin stim- 
menden Wert: Gefunden 10,84°/, Stickstoff, berechnet fiir 
Leucin 10,68°/,. 

Die Fallungen II und III wurden vereinigt und ergaben 
nach Entfernung des Bleies beim Einengen eine gut kristalli- 
sierte Substanz vom Schmelzpunkt 287°C. Eine Stickstoff- 
bestimmung gab einen auf Valin stimmenden Wert: Gefunden 
11,77°/,, berechnet fiir Valin 11,96°/, Stickstoff. 

Aus der Mutterlauge der Bleifallungen, welche mit Blei- 
acetat keine weitere Fillung mehr ergeben hatte, wurden 
in der iiblichen Weise 3,8 g Aminosiure zuriickerhalten. 

Aus 10g des Gemisches wurden also 4,5 g Leucinblei, 
entsprechend 2,5 g Leucin, gewonnen. Das iibrige, 7,5 g, ist 
nach der Elementaranalyse des urspriinglichen Gemisches und 
nach Blei- und Stickstoffbestimmung der Fraktionen als aller- 
dings wohl nicht ganz reines, nimlich durch Alanin (und 
Aminobuttersaiure?) verunreinigtes Valin in Rechnung zu 
setzen. 

Daraus ergibt sich fiir die urspriinglich vorhandenen 
23,8 g¢ der Fraktion IIIb ein Gehalt von 6,0 g Leucin und 
17,8 g¢ Valin. 

Prolinfraktion. 


Wie schon erwihnt, waren die drei ersten Esterfrak- 
tionen nach dem Verseifen simtlich mit Alkohol ausgekocht 
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worden. Die vereinigten alkoholischen Ertrakte wurden in 
bekannter Weise durch mehrmaliges Eindampfen und Auf- 
nehmen des Riickstandes mit Alkohol von Spuren anderer 
alkoholunléslicher Aminosiuren befreit. Es _hinterblieben 
schlieflich 12,5 g eines gelben Sirups. Er enthielt 1,15 g 
Gesamtstickstoff, davon nach van Slyke 0,42 g als Amino- 
stickstoff; fiir Prolinstickstoff bleibt also 0,73 g, woraus sich 
ein Gehalt von 6,0 g Prolin ergibt. 

Der Sirup, welcher nach Abzug von Analysensubstanz 
noch 0,89 g Stickstoff enthielt, wurde mit Wasser aufgenom- 
men und durch Kochen mit frischgefilltem Kupferoxyd in das 
Kupfersalz verwandelt. Der aus der tiefblau gefirbten wiis- 
serigen Lisung erhaltene Eindampfriickstand hinterliefi beim 
Auskochen mit Alkohol 5,5 g unldésliches Kupfersalz. Diese 
3,9 g enthielten aufjer racemischem Prolin auch noch andere 
Aminosiuren, denn nach dem Zerlegen von 3,2 g hiervon und 
Kindampfen zur Trockne ging mit Alkohol nur ein Teil in 
Lisung. 0,8 g blieben unléslich; sie wurden nicht niher unter- 
sucht. In der alkoholischen Liésung entstand auf Zusatz von 
Ather eine Fiillung, zunichst ziemlich schmierig (0,35 g); 
nachdem diese abgetrennt war, fiel mit mehr Ather ein kri- 
stallisierter Niederschlag (0,8 g) vom Zersetzungspunkt 170°C. 
(von 150°C. ab Sintern'). Beim Erhitzen trat der charak- 
teristische Pyrrolidingeruch auf; dies war wohl ziemlich reines 
racemisches Prolin (nahere Charakterisierung siehe unten). 
Die Mutterlauge davon lieferte wieder ein unreines Produkt. 

Das Kupfersalz des l-Prolins war in dem oben erwihnten 
alkoholischen Extrakt enthalten und blieb beim Eindampfen 
desselben als tiefblaue amorphe Masse zuriick. Es wurde mit 
Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit und das Filtrat vom 
Kupfersulfid in Vakuum eingedampft; es hinterblieben 5,7 g 
fester Substanz, die in Alkohol so gut wie véllig léslich war, 
aber nur zum geringen Teil Neigung zum Kristallisieren zeigte. 

1) Wasserfreies rac.-Prolin schmilzt wesentlich hiher, zwischen 
205 und 210° C. (vgl. dariiber bei C. Neuberg, Der Harn, Berlin 1911, 
729); zu den Schmelzpunktbestimmungen wurden hier lufttrockene, also 
kristallwasserhaltige Priparate verwendet. 
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Daher wurde die Gesamtmenge zwecks Identifizierung nach 
K. Fischer') durch 16stiindiges Erhitzen mit 12g Baryt- 
hydrat und 120 ccm Wasser auf 160°C. in die inaktive Form 
iibergefiihrt. Nachdem das Barium mit Schwefelsiure quan- 
titativ entfernt und die Substanz wieder in das Kupfersalz 
verwandelt worden war, ging beim Extrahieren mit Alkohol 
zwar noch ein Teil in Lésung, aber dieser lésliche Teil hinter- 
lief} nach Entfernung des Kupfers nur Schmieren, die nicht 
weiter untersucht wurden. 

In Alkohol unléslich waren 2,9 g Kupfersalz, aus dem 
nach Entfernung des Kupfers, Eindampfen und erneutem Auf- 
nehmen mit Alkohol neben 0,6 g in Alkohol unléslicher Pro- 
dukte 1,1 g Prolin vom Schmelzpunkt 173° C.*) erhalten wur- 
den. Die Mutterlauge davon enthielt geringe Mengen weniger 
reinen Materials. 

Die 1,1 g wurden, mit den friiher erhaltenen 0,8 g Prolin 
vereinigt, dazu benutzt, um den Nachweis des Prolins ein- 
wandfrei zu fiihren, indem daraus noch das Phenylisocyanat 
bzw. dessen Anhydrid nach der Vorschrift von E. Fischer*) 
hergestellt wurde: Aus 0,5 g Substanz erhielten wir 0,8 g 
Isocyanat vom Schmelzpunkt 166° C. (Zersetzung; rac. Prolin- 
phenylisocyanat soll sich nicht ganz konstant gegen 170°C. 
zersetzen). Zur Verwandlung in das Hydantoin wurden nun 
die Kristalle sofort mit 25 ccm 25°/,iger Salzsiure auf dem 
Wasserbade zur Trockne verdampft und der 'T'rockenriick- 
stand aus Wasser umkristallisiert. Ausbeute 0,55 g. Die 
Substanz schmolz bei 115—116°C. (unkorrigiert), nachdem 
sie bei 113°C. zusammengesintert war. E. Fischer gibt 
als Schmelzpunkt 118° C. (korrigiert) an. 

Da die Reindarstellung des Prolins stets mit sehr grofen 
Verlusten verbunden ist, wird man zweckmibig das Resultat 
der van Slykeschen Methode als fiir die Ausbeutebestimmung 
mabgebend betrachten. Demnach sind im ganzen 6 g Prolin 
gefunden mit 0,73 g Stickstoff. Der Rest der Prolinfraktion 





1) Diese Zeitschrift Bd. 33 8. 167 (1901). 
*) Vgl. die Anmerkung oben. 
*) Ber. d. d. chem. Ges. 34, 460 (1901). 
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wird neben stickstoffreien Substanzen hauptsichlich aus Valin 
und Leucin gebildet sein, da bei weitem die Hauptmasse der 
Prolinfraktion der dritten Esterfraktion entstammte. 

Fraktion IV und V: Siedepunkt 95—165° C. bei 0 mm. 
Die Ester der Fraktionen [V und V waren in Wasser nicht 
klar léslich, sondern hinterlieBen beim Schiitteln mit Wasser 
betrichtliche Mengen von unldslichem Ol (wesentlich Phenyl- 
alaninester). Diese in Wasser unléslichen Anteile wurden 
nach EK. Fischer und EK. Abderhalden’) im Scheidetrichter 
mit Ather aufgenommen, die atherischen Lisungen noch drei- 
mal mit Wasser durchgeschiittelt und der Ather abdestilliert. 

Von der ersten Veresterung gingen von der Fraktion IV 
26 g (also fast die Halfte), von der zweiten nur 8,7 g (weniger 
als ein Drittel) mit Ather in Lésung. Aus der Esterfraktion V 
der zweiten Veresterung wurden 1,7 g (noch nicht ein Viertel 
der Gesamtfraktion) in Ather lésliche Ester erhalten, im 
ganzen also 36,4g. Die entsprechende hochsiedende Ester- 
fraktion der ersten Veresterung ging, wie schon erwihnt, 
verloren; daher sind die im tolgenden als Ausbeute angegebenen 
Zahlen sowohl fiir Phenylalanin als auch fiir Asparaginsiure 
und Glutaminsiiure als zu niedrig anzusehen. Fiir Phenylalanin 
ist dieser Verlust allerdings wohl zu vernachlissigen, da an- 
zunehmen ist, dal} fast alles in der bei 100—105° C. sieden- 
den Hauptmenge enthalten ist. Die erhaltenen 36,4 g¢ rohen 
Phenylalaninesters entsprechen einer Ausbeute von 31,1 ¢ 
Phenylalanin mit 2,65 g Stickstoff. 


Identifizierung des Phenylalanins. 


Aus dem Phenylalaninesteranteil der ersten Veresterung 
— er betrug 26g Ester — wurden nach dem Verseifen mit 
Salzsiure (ein nicht sehr betrichtlicher Teil war auch in Salz- 
siure unléslich und wurde durch Ausathern entfernt) zuerst 
8g Phenylalaninchlorhydrat (entsprechend 6,6 g Phenylalanin) 
abgeschieden. Die Mutterlauge wurde eingedampft, kristalli- 
sierte aber auch nach wochenlangem Stehen im Exsikkator 


1) Diese Zeitschrift Bd. 36 8S. 273 (1902). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIV. 
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nur zum Teil. Es hinterblieben 11g, die vorsichtig mit 
Ammoniak versetzt wurden. Dabei schieden sich noch 2,2 g 
freies Phenylalanin (zusammen also 8,8 g) ab. Die entsprechen- 
den Anteile der zweiten Veresterung (10,4) lieferten im 
ganzen nur 1,6 g freies Phenylalanin, wovon fast‘alles (1,3 ¢) 
der niedriger siedenden Fraktion entstammt. Die Gesamt- 
ausbeute an ziemlich reinem Phenylalanin betrug demnach 
10,4 g. Nach dem Umbkristallisieren aus Wasser mit Tier- 
kohle schmolz die Substanz, welche in schénen, farblosen per- 
mutterglinzenden Blattchen kristallisierte, bei 270° C. Dieser 
Schmelzpunkt stimmt auf d, 1-Phenylalanin') und eine Be- 
stimmung des Drehungsvermégens zeigte, daf} in der Tat so 
gut wie reine Racemform vorlag. Beim Erhitzen der Sub- 
stanz mit Chromsiure*) trat starker Geruch nach Pheny!- 
acetaldehyd auf. 

Die Mutterlauge obiger 10,4 g enthielt viel in Wasser 
iuferst lésliche Produkte, die nicht zum Kristallisieren zu 
bringen waren; der Hauptsache nach diirften sie aus dem, 
wie auch sonst beobachtet, nur schwierig kristallisierenden 
unreinen aktiven Phenylalanin bestanden haben. 


Asparaginsiurefraktion. 


Der Teil der Ester, welche sich im Wasser klar gelist 
hatte, wurde mit Baryt auf dem Wasserbade verseift. Nach 
kurzer Zeit begann die Abscheidung eines kristallinischen 
Barytsalzes, dessen Menge sich bei mehrtiigigem Stehen be- 
deutend vermehrte. Es bestand, auber geringen Mengen 
Bariumkarbonat, aus dem Bariumsalz der racemischen Aspa- 
raginsiure. Nach der quantitativen Entfernung des Bariums 
mit Schwefelsiure etc. wurden daraus 7,7 g Asparaginsiure 
erhalten. Die Mutterlauge hinterlief beim vélligen Kindampfen 
noch etwas mehr als 2g nur sehr langsam kristallisierender, 
also ziemlich unreiner Substanz. Die Ausbeute an racemischer 
Asparaginséiure kann also zu 10g angenommen werden. 





1) §. P. L. Sérensen, C. 1903, Il, 83 gibt fiir d, 1-Phenylalanin 
271—273° C. (korr.) an. 
*) EK. Fischer, diese Zeitschrift Bd. 52 8. 174 (1901). 
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Glutaminsiure. 


Aus dem Filtrat vom asparaginsauren Baryt wurden 
nach Entfernung des Bariums mit Schwefelsiure durch lang- 
sames EKindampfen und schlieflich Zusatz von Alkohol betricht- 
liche Mengen von Glutaminsiure erhalten (15,5 g). Hine 
Stickstoffbestimmung gab einen auf Glutaminsiure gut stim- 
menden Wert: 

Gefunden: 9,37°/,, berechnet: 9,52°/, Stickstoff. 

Kine Probe wurde durch Erwiirmen in konzentrierter 
Salzsiiure gelést und darauf in den charakteristischen schénen 
Kristallen des Glutaminsiurechlorhydrats erhalten. Schmelz- 
punkt 190° C. (statt 193° C.). 

Die Mutterlauge der Glutaminsiiure, welche keine Kri- 
stallabscheidung mehr gab, enthielt noch 1,35 g Stickstoff; 
durch Siittigung mit gasférmiger Salzsiiure konnte daraus 
noch eine nicht unbedeutende Kristallisation von Glutamin- 
siiture-Chlorhydrat erhalten werden, nimlich 5,1 g, entsprechend 
2,5 g freier Aminosiure. 

Die Gesamtausbeute an Glutaminsiiure betrug demnach 
18g. Es mu hervorgehoben werden, dali die Fraktion V 
der zweiten Veresterung so gut wie vollstaindig aus Glutamin- 
siure bestand (es wurden fast 5g Kristalle daraus isoliert, 
die oben mitgerechnet sind). Da diese Fraktion bei der ersten 
Veresterung infolge Unfalls verloren ging, so ist die hier an- 
gegebene Zahl ohne Zweifel viel zu niedrig; der Verlust muf} 
auf mindestens 10—15 g geschitzt werden. 


Priifung auf Serin. 


Beim weiteren Einengen der Glutaminsdure-Mutterlauge 
und nochmaligem Siittigen mit Salzsiuregas erfolgte keine 
Kristallabscheidung mehr. Daher wurde nun mit Wasser ver- 
diinnt und die Lésung im Vakuum stark eingeengt, um die 
Hauptmenge der Salzsiure zu entfernen; der Rest wurde durch 
Schiitteln mit Bleioxyd gebunden. Vom Bleichlorid und iiber- 
schiissigem Bleioxyd wurde abfiltriert und das Filtrat mittels 
Schwefelwasserstoff vom Blei befreit. Beim Eindampfen 
hinterblieben 5g einer in Wasser leicht léslichen Substanz, 
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mit eigentiimlich an Fleischextrakt erinnerndem Geruch. Ein 
Versuch, das Serin aus dieser Masse als £-Naphthalin-Sulfo- 
derivat nach Angaben von E. Fischer und P. Bergell?) 
abzuscheiden, ergab nur schmierige Produkte, die auch nach 
langerem Stehen nicht kristallisierten. 

Der Rest der Substanz (3,3 g) wurde durch Kochen mit 
Kupferoxyd in das Kupfersalz verwandelt, und das sich beim 
Erkalten abscheidende schwer lésliche Kupfersalz der aktiven 
Asparaginsiure abfiltriert; daraus wurde etwa 0,5 g kristalli- 
sierte Asparaginsiure gewonnen. Die vom Kupfer mit Schwefel- 
wasserstoff befreite Mutterlauge von asparaginsaurem Kupfer 
gab beim Kindampfen eine Kristallabscheidung von 1,4 g¢ mit 
dem Schmelzpunkt 155°C. Nach mehrmaligem Umkristalli- 
sieren mit Tierkohle stieg der Schmelzpunkt auf 200—201° C. 
(Aufschiumen); es lag darum ohne Zweifel weiter nichts als 
blof} Glutaminsiure vor, die Mutterlauge davon gab mit Naph- 
thalinsulfochlorid nur Schmieren. Bei einem anderen iihnlichen 
Versuch wurde zwar an dieser Stelle ein héher schmelzendes 
Produkt erhalten, dessen Schmelzpunkt (235° C.) sogar dem 
des Serins (245° C.) recht nahe lag, aber das daraus darge- 
stellte Naphthalinsulfoderivat zeigte einen bedeutend niedri- 
geren Schmelzpunkt (175°C. statt 210°C.). Ebensowenig 
Erfolg hatte der Versuch, das Serin mit Hilfe der Unléslich- 
keit seines Esters in Petrolither?) abzutrennen. Es ist also 
nicht gelungen, Serin mit Sicherheit in der Hefe nachzu- 
weisen. 


Verarbeitung des atherunléslichen Riickstandes. 


_ Der nach der zweiten Veresterung und Abtrennung des 
Athers hinterbleibende, mit festem Kaliumkarbonat durchsetzte 
wisserige Brei sollte neben Hexonbasen, Resten von Tyrosin 
und vielem anderen auch das Oxyprolin enthalten. Der Nach- 
weis ist uns allerdings nicht gelungen, was verstiindlich er- 
scheint, wenn man bedenkt, daf sich in diesem Teil der Auto- 
lysenfliissigkeit die ganzen iibrigen Zersetzungsprodukte der 





1) Ber. d. d. chem. Ges, 35, 3784 (1902). 
*) E. Fischer, Ber. d. d. chem. Ges. 39 8. 586 (1906). 
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Hefezelle, also vor allem auch die Kohlenhydratspaltprodukte, 
ansammeln und naturgemif jede Reindarstellung aufs auferste 
erschweren miissen. Wenn wir trotzdem unsere Versuchs- 
resultate beschreiben, so geschieht es deshalb, weil wir in 
anderer Hinsicht iiber die Bindung des in diesem Rest noch 
vorhandenen Stickstoffs einige positive Ergebnisse gewinnen 
konnten. 

Nach dem bereits friiher erwihnten, nach der ersten 
Veresterung eingetretenen Verlust verblieben zur zweiten 
Veresterung noch 29,7 g Stickstoff, wovon 6,5 g nachher als 
Aminosiureester in die itherische Lisung gingen. Der Riick- 
stand wurde genau wie friiher (S.248) angegeben verarbeitet. 
Es hinterblieben 2,4 kg Kaliumchlorid, welche 0,6 g¢ Stickstoft 
einschlossen, wohl als Huminsubstanz. ‘Der alkoholische Aus- 
zug vom Chlorkalium hinterlief} beim Eindampfen einen braunen 
Riickstand, der sich im Wasser nicht vdllig léste; der in 
Wasser unldsliche Teil (40 g) enthielt neben viel Calcium und 
Phosphorsiiure auch 1,1 g Stickstoff (wohl Huminstickstoff) 
und wurde nicht weiter untersucht. Die wisserige Lésung 
wurde zum Liter aufgefiillt; in ihr waren noch 19,3 g Stick- 
stoff vorhanden (mithin Arbeitsverlust 2,2 g)1), davon nur wenig 
mehr als 0,3 g¢ als Ammoniak. 

Von der wiasserigen Liésung wurden 265 ccm (= 5,1 g 
Stickstoff) zur Priifung auf Oxyprolin verwendet. Zunichst 
wurden in bekannter Weise mit Phosphorwolframsiure die 
Hexonbasen ausgefillt: Erhalten 220 g Niederschlag mit 2,75 g 
Stickstoff. Aus dem Filtrat wurde die Phosphorwolframsiure 
mit Baryt abgeschieden, der iiberschiissige Baryt mit Schwefel- 
sdure und eine geringe Menge Salzsiiure mit Silbersulfat, tiber- 
schiissiges Silber mit Schwefelwasserstoff entfernt, und schlieb- 
lich auch die Schwefelsiure quantitativ mit Baryt gefallt. Die 
simtlichen dabei erhaltenen sehr gut ausgewaschenen Nieder- 
schliige schlossen noch nicht ganz 0,1 g Stickstoff mit ein, 
und das zum Liter aufgefiillte Filtrat enthielt daher, einer 
Kjeldahl bestimmung zufolge, noch 2,35 g Stickstoff (berechnet 


") Ein Teil davon diirfte indessen als Ammoniak entwichen sein. 
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2,25 g). Von diesem Gesamtstickstoff waren Aminstickstoff 
im Sinne von van Slyke 1,28 g (55°/, vom Gesamtstickstoff). 
Der nach der Methode von van Slyke gefundene Stickstoff- 
wert war allerdings nicht ganz konstant, sondern stieg langsam 
an, binnen einer Stunde auf 1,33 g, nach weiteren zwei Stun- 
den auf 1,37g. Diese Lésung hinterlie}B beim Eindampfen 
einen briunlichen Sirup, der nicht kristallisierte, sich beim 
Anreiben mit Alkohol aber in ein amorphes festes Pulver 
(18 g) mit 8,2°/, Stickstoff verwandelte. Es gelang auf keine 
Weise, weder durch Behandlung mit Naphthalinsulfochlorid, 
noch durch Uberfiihrung in das Kupfer- oder Blei- oder Queck- 
silberchloriddoppelsalz, aus diesem Pulver etwas Kristallisier- 
bares zu isolieren. Es tauchte nun die Vermutung auf, dal) 
die geringe Neigung zum Kristallisieren darauf beruhte, dafi 
nicht véllig abgebaute EKiweifstoffe noch darin enthalten seien. 
Achtstiindiges Kochen mit starker Salzsiiure zeigte jedoch, 
dai durch Hydrolyse das Verhaltnis von Aminstickstoff (nach 
van Slyke) zum Gesamtstickstoff keine Veriinderung erleidet. 

Der oben beschriebene Versuch ist am genauesten und 
vollstandigsten durchgefiihrt worden; im folgenden seien im 
Anschlufs daran die Ergebnisse noch eines zweiten Vereste- 
rungsversuchs ganz kurz mitgeteilt, soweit sie daneben noch 
von Interesse sind: 

Angewandt wurden 4,200 kg Hefe (Versuch III von 8. 233 
mit 94,5 g Stickstoff, zur Veresterung kamen 87 g Stickstoff; 
140 g Salze usw. blieben bei der Veresterung ungelést zuriick 
mit 11,0g Stickstoff, wovon 3,7 g Ammoniakstickstoff, der 
Rest Alloxurbasenstickstoff (vgl. 8. 241). Hs wurden folgende 
Ksterfraktionen erhalten: 














Druck Ausbeute 





Fraktion Siedepunkt 
I 25 bis 58°C. 11 mm 24 ¢g 
II 58 , 84°C. iM 64 
Hl 84 , 110°C. my 54,5, 
IV 100 , 125°C. 0 , 63 Cy 
(Hauptmenge 103 bis 106°C.) 
V 125 bis 134° C. o , > aa 
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Der Destillationsriickstand betrug ca. 75 g und enthielt 7,7 g 
Stickstoff; er bildete den Gegenstand einer besonderen Unter- 
suchung. Der gesamte Destillationsriickstand wurde drei 
Stunden mit konzentrierter Salzsiiure gekocht, die Lésung im 
Vakuum eingedampft, mit Alkohol und Salzsiure nochmals 
verestert, die Ester in bekannter Weise in Freiheit gesetzt 
und destilliert. Bei 12mm Druck ging bis zu einer Bad- 
temperatur von 100°C. fast nichts tiber. Bei Erhéhung der 
Badtemperatur und Erniedrigung des Drucks trat dann leb- 
hafte Destillation ein und es ergaben sich folgende Fraktionen: 

I: Siedepunkt 50— 879°C. bei 0mm: 10,5 g') 

II: : 87—120°C. , 0,: 3,0, 

Ill: ‘ 120—146°C. , 0 ,: 7,0, 
Im Destillationskolben hinterblieb ein dunkelbrauner dick- 
fliissiger Riickstand, der nunmehr nicht weiter untersucht 
wurde. | 

Die drei Fraktionen wurden in der iiblichen Weise ver- 
seift. Die Fraktion I ergab so ein Aminosiiurengemisch, das 
mehr als zur Halfte in Alkohol léslich war; eine genaue 
Identifizierung im einzelnen wurde nicht durchgefiihrt. Da- 
gegen konnten aus Fraktion II 0,9 g Glutaminsiure isoliert 
werden und aus Fraktion III, die beim Abkiihlen zum Teil 
erstarrt war’), 3,0g Glutaminsiure und 0,5 g Phenylalanin. 
Die gewonnenen Resultate bedeuten insofern keinen wesent- 
lichen Erfolg, als die damit erzielte Verbesserung der Aus- 
beute an Glutaminsiiure und Phenylalanin wohl auch erreicht 
worden wire, wenn man bei der urspriinglichen Destillation 
die Temperatur noch weiter erhéht hitte. 

Die Verseifung der Esterfraktionen erfolgte in bekannter 
Weise, die Trennung wurde im allgemeinen durch fraktionierte 
Kristallisation versucht, was meist ganz brauchbare Ergeb- 
nisse zeitigte. 

Fraktion I: 24 g Ester, Siedepunkt 25—58° C. bei 11 mm 


*) Davon unter 80° C. nur etwa 2 g. 

*) Zu Pyrrolidoncarbonsiureester vom Schmelzpunkt 54° C. vel. 
E. Fischer und R. Boehner, Ber. d.d chem. Ges. 44, 1334 (1911) und 
E. Abderhalden und A. Weil, Diese Zeitschrift Bd. 74 S, 452 (1911). 
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Druck. Die Gesamtausbeute an freiem Aminosiuregemisch 
betrug nach dem Auskochen mit Alkohol 11g. Durch mehr- 
faches Umkristallisieren aus Wasser wurden daraus vier 
schwerer lésliche Fraktionen von im ganzen 8,7 g erhalten, 
deren Schmelzpunkte simitlich zwischen 265 und 280° C. lagen 
und ohne Zweifel als ein Gemisch von d- und dl-Alanin zu 
betrachten sind (vgl. auch die Untersuchung des Alanins der 
Fraktion I1). Die Mutterlaugen dieser Kristallisationen wur- 
den mit der salzsauren Lésung, mit welcher der abdestillierte 
Ather ausgeschiittelt worden war, vereinigt, eingedampft und 
mit Alkohol und Salzsiuregas nochmals verestert. Nach einigem 
Stehen schieden sich 1,0 g Glykokollesterchlorhydrat ab, 
dessen Schmelzpunkt roh bei 135—137°C. und nach ein- 
maligem Umkristallisieren richtig bei 143°C. lag. 

Fraktion Il: 64g Ester vom Siedepunkt 58—84° C., bei 
11 mm Druck. Die Gesamtausbeute an freier Aminosiure 
betrug 43g, wovon nach dem Auskochen mit Alkohol 38,5 ¢ 
unléslich zuriickblieben. Der in Alkohol unlésliche Teil der 
Aminosiuren wurde durch fraktionierte Kristallisation in eine 
grofe Zahl von Fraktionen zerlegt, von denen die Schmelz- 
punkte der am schwersten léslichen iibereinstimmend zwischen 
284 und 290°C. lagen; sie wurden vereinigt und betrugen 
zusammen 29g (Leucin-Valin-Fraktion). Die Mischprobe 
zeigte mit Alanin deutliche, mit Valin keine Schmelzpunkts- | 
depression. 

Ferner ergaben sich mehrere leichter lésliche Fraktionen, 
deren Schmelzpunkte zwischen 272° C. und 278° C. lagen, im 
ganzen 4,0 g. Die Elementaranalyse lieferte einen nahezu auf 
Alanin stimmenden Wert: 

Gefunden: C 41,8; H 8,3 
Berechnet fiir Alanin: C 40,4; H 7,9 
7 » Valin: C 51,3; H 9,5. 

Die Identifizierung erfolgte als Benzoylderivat: 2 g des 
Gemisches ergaben nach der Methode von E. Fischer!) neben 
niedriger schmelzenden Fraktionen 2,3 g Benzoylderivat vom 


errr eee 


) Ber. d. d. chem. Ges. 32 S. 2454 (1899). 
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Schmelzpunkt 151° C., der nach einmaligem Umkristallisieren 
aus Wasser. auf 153°C. stieg. 
0,1471 g Substanz gaben 0,3341 g CO, und 0,0773 g H,0. 
C,,H,, NO, (193,1). 
Gefunden: C 61,95; H 5,84°/). 
Berechnet: C 62,14; H 5,74°/). 


Dem Drehungsvermégen zufolge liegt ein Gemisch von d- und 
djJ-Alanin vor: 

0,4883 g Substanz mit 2,55 ccm n/1-Kalilauge in Wasser 
za 5 ccm gelést, 2-dm-Rohr. «# = + 1,35°C.; [a]p = + 6,9°C. 
KE. Fischer gibt fiir remes I-Benzoyl-Alanin — 37,4° C. an’). 

Die Schmelzpunkte der leichtest léslichen Fraktionen 
lagen bedeutend tiefer. Durch noch mehrfach wiederholtes 
Umkristallisieren aus verdiinntem Alkohol wurden schliefilich 
im ganzen 2,0g vom Schmelzpunkte zwischen 242—245° C. 
erhalten. Die Untersuchung dieser Substanz ist noch nicht 
abgeschlossen; es wird vermutet, dafi sie zum Teil aus Amino- 
buttersiure besteht. Die Mutterlaugen davon ergaben noch 
mehrere Fraktionen, 3,0g, deren Schmelzpunkte zwischen 
230 und 236°C. lagen; daraus liefien sich 1,1 g Glykokollester- 
chlorhydrat isolieren. 

Fraktion II: 54,5 g Ester (vom Siedepunkt 80—110° C. 
bei 11 mm Druck) lieferten nach dem Verseifen mit Wasser 
beim KEinengen und schliefilich vélligem Verdampfen der 
wiisserigen Lésung in vielen Kinzelfraktionen insgesamt 54 g 
Aminosauren; davon gingen beim Auskochen mit Alkohol 6g 
(Prolin) in Lésung. Die unléslich zuriickbleibenden 28 g wur- 
den mit der bei der Verarbeitung der Esterfraktion II ge- 
wonnenen Leucin-Valin-Fraktion — sie betrug 29,0¢g — 
vereinigt. Die gesamte Leucin-Valin-Fraktion betrug also 
57g. Die weitere Verarbeitung erfolgte nach Levene und 
van Slyke’). 


Zwei Elementaranalysen des innig vermengten Gemisches 


ergaben folgende Werte: 


. a, O. 2456. 
a. O. 
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Gefunden: C 52,30; 52,56 H 9,79; 9,82 
Berechnet fiir Leucin: C 54,9 H 10,0 
. » Valin: C 51,3 H 9,5. 
In der Annahme, daf in der Substanz ein Gemisch von ledig- 
lich Leucin und Valin vorlag, ergab sich aus dem gefundenen 
Wert fiir Kohlenstoff ein Gehalt von etwa 35°/, Leucin. 10 ¢ 
des Gemisches wurden also in 70ccm Wasser und 15 ccm 
25°/,igem Ammoniak in Lisung gebracht und mit der nach 
obigem berechneten Menge Bleiacetatlésung vom spezifischen 
Gewicht 1,254 (14 ccm) versetzt: 
I. 6,4 g Bleisalz mit 44,17 °/, Pb (fiir 3,5 g Leucin berechnet 6,2 g). 
II. Weitere 8 ccm gaben 3,0 g Bleisalz mit 46,00°/, Pb. 
III. , em . Prt a », 40,94°/, Pb. 
Berechnet fiir Leucin: 44,52°/,, fiir Valin: 47,12°/, Pb. 
Kin weiterer Zusatz von Bleiacetat erzeugte keine Fiallung mehr. 
Die Analysen der Bleisalze lieben also erkennen, dab 
die Fallung I aus reinem Leucinblei, Fallung II und II aus 
einem Gemisch von 45°/, Leucin- mit 55°/, Valinblei bestan- 
den, und zwar entsprechen 





6,4 g Bleisalz der Fallung I 3,6 g Leucin 
5,9 g " » Uunditi4g =, und 1,7 g Valin 
alsoaus10 ginSumma .. . 5,0 gLeucin, 1,7 g Valin. 


Der Gehalt des Gemisches an Leucin war mithin héher, als 
die Elementaranalyse erwarten liefs. Dieser Widerspruch 
klarte sich jedoch bei der Untersuchung der Mutterlauge der 
Fallung III, welche mit Bleiacetatlésung keinen Niederschlag 
mehr ergeben hatte, auf. Die daraus zuriickgewonnene Amino- 
siiure (Schmelzpunkt 282°C.) enthielt aufier Valin auch noch 
Alanin (und Aminobuttersiure?). 2,5 g gaben beim Umkri- 
stallisieren aus Wasser neben 1,0 g Valin (bei 303—305° C. 
sublimierend) zwei Kristallfraktionen von 0,5 und 0,3 g, die 
bei 286 bzw. 270° ©. schmolzen. Schon die bei 286°C. 
schmelzende Fraktion enthielt, wie eine Elementaranalyse 
zeigte, kohlenstoffiirmere Aminosiuren: 
Gefunden: C 48,0; H 9,2 
Berechnet fiir Valin: C 51,8; H 9,5 
Alanin: C 40,4; H 7,8. 


” ~ 
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Die Fraktion besteht demnach aus 50°/, Leucin und aus 
(schitzungsweise) 45°/, Valin und 5°/, Alanin, womit auch 
die urspriingliche Elementaranalyse véllig in Einklang steht. 
Die Frage nach dem Vorhandensein von Aminobuttersiiure ist 
dabei unberiicksichtigt. 

Die Prolinfraktion entsprach nach Menge (11g) und 
Verhalten den beim vorigen Versuch gemachten Angaben. 

Fraktion IV und V: Die 63g Ester vom Siedepunkt 
190—125°C. bei 0O—1 mm Druck wurden zunichst mit 11 
Petrolather (80—50° C.) durchgeschiittelt. Dabei blieben 15 g 
ungelést, aus welchen sich aber bei weiterer Verarbeitung 
kein Serin, sondern neben ganz wenig Phenylalanin und 0,3 g 
Asparaginsiiure (Schmelzpunkt itiber 305°C.) wesentlich nur 
Glutaminsiiure isolieren lief}; die letzten Mutterlaugen ent- 
hielten viel ziemlich niedrig schmelzende Produkte unbekannter 
Zusammensetzung. An Phenylalanin wurden (teils als Chlor- 
hydrat, teils in freiem Zustande) 10,4 g in kristallisiertem 
Zustande isoliert, ferner 5g d, l-Asparaginsiiure und aus der 
Mutterlauge davon noch wenig Glutaminsiure. Fraktion V 
(17 g, 125—135° C. bei 0 mm Druck) lieferte 2 g Phenylalanin 
und 4g Glutaminsiure. 


Spezielle Methoden zum Nachweis von 
Monaminosauren. 
Cystin. 

Zur Verwendung kam die Hefe, Versuch [V (S. 233). Hs 
wurde zuniichst nach K. A. H. Mérner') der Gesamtschwefel 
in 25cem Autolysefliissigkeit bestimmt (gef. 0,0218 g) und ebenso 
in 200 cem der , bleischwirzende* Schwefel (gef. 0,0371 g), d. h. 
es sind 21°/, des Schwefels in Form von bleischwirzendem 
Schwefel vorhanden. 100 ccm der Autolysefliissigkeit enthielten 
1.88 g Stickstoff und nach obigem 0,0872g Gesamt- und 
0,0186 g bleischwirzenden Schwefel. Macht man die der Wahr- 
heit wohl ziemlich nahekommende Annahme, daf} in der schwe- 
felhaltigen Substanz des Hefeeiweifies auf 1 Atom Schwefel 


1) Diese Zeitschrift Bd. 34 S. 209 (1901/02). 
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1 Atom Stickstoff entfallt, so ergibt sich, daf} rund 2°/, des 
Stickstoffs in Form schwefelhaltiger Substanz vorhanden ist. 
Die gefundene Menge des bleischwiirzenden Schwefels lafit 
weiterhin vermuten, dali etwa 0,5°/, des Stickstoffs als Cystin- 
stickstoff in der Hefe vorhanden ist. Die Isolierung des 
Cystins in reinem Zustande ist uns bisher nicht gelungen. 


Nachweis und Bestimmung des Tryptophans’). 


2,8kg Oberhefe wurden 8 Tage lang bei 37°C. der 
Selbstverdauung tiberlassen, mit Wasser verdiinnt und aufge- 
kocht. Nach dem Abzentrifugieren des Tyrosins und der 
Zellriickstiinde wurde die Autolysefliissigkeit auf 3,31 konzen- 
triert, mit 700 ccm 30°/,iger Schwefelsiure stark angesiiuert 
und mit 130g Quecksilbersulfat, gelist in 1300 ccm 5°/, iger 
Schwefelsiure, gefillt. Es fiel ein schleimiger Niederschlag, 
der abgesaugt, ausgewaschen und dann durch tagelanges Kin- 
leiten von Schwefelwasserstoff in der Wirme unter wieder- 
holter Abstumpfung der dabei freiwerdenden Schwefelsiure 
mit Barythydrat zerlegt wurde. Das Filtrat nebst Wasch- 
wassern (1200 ccm) gab starke Tryptophanreaktion; es wurde 
eingeengt und zur Entfernung der Alloxurbasen mit Silber- 
sulfat in 5°/,iger schwefelsaurer Lésung gefallt. Die von 
dem Silberniederschlag abgesaugte Fliissigkeit wurde erneut 
mit Quecksilbersulfat gefallt und die entstehende Fiallung 
nunmehr mit gréfiter Sorgfalt tagelang ausgewaschen, doch 
gelang es nicht, die Millonsche Reaktion zum Verschwinden 
zu bringen. Der Niederschlag wurde wiederum mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt und die erhaltene Fliissigkeit im Vakuum 
eingeengt. Dabei kristallisierte zuniichst ein Pulver aus, das 
starke Tyrosinreaktion gab; das Filtrat wurde bei 40° C. zur 
Trockne verdampft. Der Riickstand léste sich in 50°/,igem 
Alkohol zum gréfiten Teil auf. Die braune Liésung wurde 


1) F. G. Hopkins und 8. W. Cole, Journ. of Physiol. 27, 418 
(1901); 29, 451 (1903). — C. Neuberg und N. Popowsky, Bioch. Zeit- 
schrift 2, 366 (1906). — E. Abderhalden und M. Kempe, Diese Zeit- 
schrift Bd. 52 8, 208 (1907). 
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mit Tierkohle gekocht und dann in Eis gekiihlt, worauf 
Kristallabscheidung (1,2 g) eintrat. Die Kristalle zeigten so- 
wohl die typische Brom- wie die Glyoxylsiiurereaktion sehr 
stark, erwiesen sich unter dem Mikroskop als sehr lange diinne 
Nadeln und schmolzen bei 220° C. unter Zersetzung; die 
Millonsche Probe zeigte, dafi sie noch sehr viel Tyrosin ent- 
hielten. Ahnlich verhielten sich einige kleinere nachfolgende 
Kristallfraktionen. Die letzte Mutterlauge wurde mit Alkohol 
versetzt, bis ein weiterer Zusatz keine Fallung mehr gab, und 
dann noch etwas Ather zugegeben. Bei wochenlangem Stehen 
schieden sich nun in geringer Menge farblose Krista]lnadeln 
ab, die bei 260° C. unter Gelbfiirbung sich zersetzten. Diese 
Kristalle gaben ein in konzentrierter Salzsiiure schwer lésliches 
Chlorhydrat (vom Schmelzpunkt 255° C.), das sehr kriftige 
Tryptophanreaktion zeigte und nach A. Ellinger und C. Fla- 
mand’) behandelt, ein bei 180° C. (statt 185° C.) schmelzen- 
des Benzolsulfoderivat lieferte. 

Hierdurch ist der Nachweis fiir das Vorhandensein des 
Tryptophans in der Hefe einwandfrei erbracht; um auch seine 
Menge wenigstens annihernd zu bestimmen, bedienten wir uns 
des kolorimetrischen Verfahrens von H. Fasal?). 

In Ubereinstimmung mit den Angaben Fasals erhielten 
wir bei Verwendung von reinem Tryptophan violette Far- 
bungen, deren Stiirke der Tryptophankonzentration entsprach. 
Die ersten Versuche mit Hefe zeigten, dali brauchbare Farb- 
tine nur bei Anwendung von sehr wenig Substanz (0,03 g 
feuchter Hefe oder 0,01 g Trockenhefe) zu erhalten waren. 
Da feuchte Hefe in so geringen Mengen sich auf der Mikro- 
wage nur schwierig abwigen laft, so verwandelten wir die 
zu untersuchende Hefe zuerst nach bekannten Methoden*) in 
Trockenpriiparate und verfuhren dann folgendermafien: 

Etwa 10 mg Acetondauerhefe wurden auf der Mikrowage 


) Diese Zeitschrift: Bd. 55 8. 22 (1908). 

*) Bioch. Zeitschrift 44, 394 (1912), 

5) E. und H. Buchner, Die Zymasegirung, Miinchen und Berlin 
265. 
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genau abgewogen, in ein Reagensgliischen mit flachem Boden 
gebracht und mit 1 ccm Wasser und 2 ccm Glyoxylsiure- 
lésung') sorgfiltig angeriihrt. Zu der Emulsion wurde nun 
1 ccm konzentrierter Schwefelsiure zugefiigt, mit Eiswasser 
abgekiihlt und noch 1 ccm Schwefelsiiure eingetropft. Dabei 
ging die Hefe meist klar und farblos in Lésung. Es wurde 
nun wieder mit Eis gekiihlt und dann weitere 4 ccm Schwefel- 
siure ohne Kiihlung auf einmal unter gutem Riihren zugegeben. 
Nach einer Stunde wurde der entstandene Farbton mit aus 
reinem Tryptophan hergestellten, genau ebenso behandelten 
Lésungen verschiedener Konzentration (verwendet je 1 ccm 
Tryptophanlésung 1 : 20000, 1: 50000, 1: 40000) verglichen. 
Manchmal entstanden bei der gleichen Arbeitsweise griine 
oder graue Farbungen; derartige Versuche wurden verworfen 
und zur Bestimmung nur solche Lésungen benutzt, deren 
Farbton méglichst nahe an die reinen Tryptophanlésungen 
herankam. Wir fanden im Mittel 0,3°/, Tryptophan (berechnet 
auf Hefetrockensubstanz), und zwar sowohl in Ober- wie in 
Unterhefe. Es ergaben z. B. 0,00916 g Oberhefe (mit 6,6° , 
Stickstoff und 92,4°/, Trockensubstanz) einen Farbton, der 
lcem einer Tryptophanlésung 1:40000 entsprach; daraus 
berechnet sich, auf Trockensubstanz bezogen, 0,30°/, Trypto- 
phan. Derselben Tryptophanmenge waren 0,00868 g Unter- 
hefe (mit 6,7°/, Stickstoff und 83,4°/, Trockensubstanz) 
gleichwertig; Tryptophangehalt hiernach 0,34 °/,. 

Nach M. Schenck?) enthalt Kahmhefe kein Tryptophan. 
Wir haben diese Angabe nach der Methode von Fasal nach- 
gepriift und kénnen sie nicht bestitigen. Eine vom Institut 
fiir Girungsgewerbe in Berlin zur Verfiigung gestelite Rein- 
kultur von Kahmhefe gab mit Glyoxylsiurelésung und Schwefel- 
siure deutliche Violettfirbung, doch war die Intensitiit der 
Fairbung nur etwa ein Drittel so stark wie bei Ober- und 
Unterhefe. 


a) 


1) F. Hoppe-Seyler und H. Thierfelder, Handbuch der phys.- 
und path.-chem. Analyse, Berlin 1909, 786. 
*) Wochenschr. f, Brauerei 22, 227 (1905), 
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Il. Unterhefe. 
Autolyse der Hefe. 


Unsere Versuche mit Unterhefe sind nicht so zahlreich 
wie mit Oberhefe; wir verfiigen nur iiber zwei Versuche. In 
einem Falle trat die Selbstgiirung auch bei Zimmertemperatur 
bei Gegenwart von Toluol so stiirmisch ein, da ein Uber- 
schiumen sich nicht vermeiden lief, im zweiten Falle war 
der Verlauf ruhiger. Der Endotryptasegehalt der Unterhefe 
war deutlich geringer als bei der Oberhefe, denn im Versuch I 
war nach fiinfwéchentlichem Stehen bei 37°C. die Biuret- 
reaktion noch schwach vorhanden, die Menge des unverdauten 
Stickstoffs war in beiden Versuchen relativ grof}. 


Versuch [: 4700 g Hefe mit 1280 g Trockensubstanz und 
112 g Stickstoff, 3 Tage bei Zimmertemperatur, 36 Tage bei 
37° C., dann noch einige Tage bei Zimmertemperatur, hinter- 
lieben 270g Riickstand (Tyrosin mit einberechnet, vgl. unten) 
mit 10,1 g Stickstoff. 

Versuch II: 1000 g Hefe mit 262 g Trockensubstanz und 
25,9 g Stickstoff; nach etwa siebenwoéchentlichem Stehen bei 
37°C. blieben 61g ungelést mit 2,71 g Stickstoff. 

Es folgt zunichst die Beschreibung des allein ganz durch- 
gefiihrten Versuchs I. 

Tyrosin. 

Bei der untergiirigen Hefe war die Menge des Tyrosins 
stets geringer als bei Oberhefe. Es schied sich in sehr kleinen 
Kristiillchen ab, die sich nur unvollkommen von den Zellriick- 
stinden durch Zentrifugieren trennen liefien. Das Rohtyrosin 
war deshalb sehr unrein, vermischt mit Zellriickstaénden, an- 
organischen Salzen und vor allem mit Hopfenharzen. Es 
wurden erhalten 39,5g mit 5,38°/, (2,13 g) Stickstoff und 
11,6°/, Asche (wesentlich Calcium- und Magnesiumphosphat). 
Beim Auskochen mit viel Wasser blieben davon 25g ungelést 
mit 3,7°/, (0,9 g) Stickstoff; die wisserige Lésung schied 
beim Einengen 8,2 g Kristalle in mehreren Fraktionen ab, die 
Mutterlauge davon hinterliefi bei vélligem Eindampfen eine 
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schellackartige harte Masse (etwa 5g mit 7,5°/, Stickstoff). 
Obige 8,2 g wurden durch nochmaliges Kristallisieren aus 
Wasser und Tierkohle gereinigt; Schmelzpunkt 305—310°C., 
Stickstoffgehalt: gefunden 7,66°/,, berechnet auf Tyrosin 
7,74°/,. Es lag also reines Tyrosin vor, was durch die iib- 
lichen Tyrosinreaktionen weiterhin bestitigt wurde. Die ur- 
spriinglichen 39,5 g waren in Alkohol-Eisessig so gut wie 
unléslich, enthielten also kein Leucin, dagegen war etwas 
organisch gebundener Schwefel nachweisbar. 


Bei der Autolyse von 4,7 kg Hefe sind demnach direkt 
auskristallisiert 8,2 g Tyrosin; ein Fiinftel der Autolysefliissig- 
keit wurde im Vakuum stark eingeengt und lieferte dann nach 
wochenlangem Stehen 2,4 g einer wie Tyrosin kristallisierenden 
Kristallfraktion, die sehr kraftige Tyrosinreaktion gab. 

In der fiir den zweiten Versuch benutzten Hefe konnte 
in dem bei der Autolyse unléslich bleibenden Riickstand iiber- 
haupt kein Tyrosin aufgefunden werden, obwohl die Isolierung 
wiederholt versucht wurde. Wohl aber fand sich Tyrosin in 
der Autolysefliissigkeit: die Autolysefliissigkeit aus 2 kg Hefe 
wurde nach Abfiltrieren der Zellriickstiinde mit Phosphor- 
wolframsiure gefallt und nach quantitativer Entfernung der 
Phosphorwolframsiure das barium- und_ schwefelsiurefreie 
Filtrat eingeengt; es kristallisierten 3,5 g Tyrosin. — Man 
darf demnach wohl annehmen, dafi in den 4,7 kg Hefe von 
Versuch I im ganzen etwa 16g Tyrosin enthalten waren. 


Zellriickstinde. 


Die Abtrennung der Hauptmenge der Zellriickstinde von 
der Rohtyrosinfraktion gelang, wie bei der Oberhefe, durch 
Abzentrifugieren der unverdiinnten Autolysefliissigkeit, da die 
Zellriickstiinde sich dabei auch an der Oberfiiiche ansammeln, 
obwohl sie an sich grofie Neigung haben, zu Boden zu sinken. 
Nach der Abtrennung des Tyrosins wurde die Autolysefliissig- 
keit mit Wasser verdiinnt und genau wie oben weiter ver- 
fahren. Es hinterblieben schliefilich 230 g durch die anwesen- 
den Hopfenharze dunkelbraun gefirbtes Pulver mit 5,5°/, 
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Feuchtigkeit und 8,0 g Stickstoff; dazu kommen noch etwa 
25 g (Nichttyrosin aus der Rohtyrosinfraktion) mit 0,9 g Stick- 
stoff (vgl. oben). Die stark wasserhaltige alkoholische Wasch- 
fliissigkeit der Zellriickstinde hatte betrichtliche Mengen 
Substanz mit 1,9 g Stickstoff mit in Lésung genommen; davon 
war ein Teil in Ather léslich und konnte aus dem Ather in 
gliinzenden Blattchen (0,3 g vom Schmelzpunkt 157—158° C.) 
gewonnen werden: Phytosterin, welches der Mischprobe zu- 
folge mit dem aus Oberhefe identisch war. — Es ist bisher 
nicht gelungen, durch Hydrolyse mit Salzsiiure Glukosamin 
aus den Zellriickstiinden aus Unterhefe zu gewinnen. Ob das 
an der Unreinheit der Zellriickstiinde oder an ihrem geringen 
Glukosamingehalt liegt, laBt sich vorliufig nicht entscheiden. 


Veresterung nach EK. Fischer. 


Die Autolysefliissigkeit nebst Waschwiissern wurde im 
Vakuum auf 51 eingeengt und ihr Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl (gefunden 99,1 g Gesamtstickstoff) und nach van 
Slyke (gefunden 58,7 g Aminostickstoff) bestimmt. Vier Fiinftel 
davon, also 41, mit 79,2 g Stickstoff wurden im Vakuum ein- 
gedampft und in bekannter Weise auf Monaminosiureester 
verarbeitet. In der absolut alkoholischen salzsauren Fliissig- 
keit blieben 104,5 g (neben Ammoniumchlorid und anderen 
anorganischen Salzen die Chlorhydrate der Alloxurbasen ent- 
haltend) ungelést mit im ganzen 7,9 g Stickstoff. Das Filtrat 
davon wurde auf 4800 ccm eingeengt, wovon 100 cem zu Ana- 
lysen verbraucht wurden. Es ergab sich Ammoniakstickstoff 
7,4 g (sowohl mit Magnesiumoxyd*wie mit Natriumkarbonat 
bestimmt), Gesamtstickstoff 71,8 g (statt der berechneten 71,3 g; 
die Nichtiibereinstimmung erklirt sich leicht aus den Ana- 
lysenfehlern), Der Rest wurde eingedampft; fiir die Ester- 
destillation wurden indessen nur wenig mehr als zwei Drittel 
des Ganzen, genau 50g Stickstoff (mit 5,1 g Ammoniakstick- 
stoff) verwendet. Davon fanden sich nachher 16,5 g Stickstoff 
in Form von Aminosiureestern in der itherischen Liésung 
(/;9 fiir Analysen); die Fraktionierung der Ester ist unten 


beschrieben. — Die wisserige Fliissigkeit wurde mit konzen- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIY. 19 
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trierter Salzsiure angesiuert, das Kaliumchlorid, dem viel 
schwarze Huminsubstanz beigemengt war, mit konzentrierter 
Salzsiiure und Alkohol gewaschen, weiter eingedampft, noch- 
mals abgesaugt und auf 21 gebracht. Es fanden sich noch 
26,9 g Stickstoff in der Lésung (*/,,, verbraucht), davon 
1,15 g als Ammoniakstickstoff (1/,, verbraucht); das ergibt 
einen Verlust von 2,7 g organisch gebundenem Stickstoff, der 
wesentlich auf die Huminsubstanz im Chlorkalium entfallen 
diirfte. Beim Eindampfen zur Trockne und Aufnehmen mit 
absolutem Alkohol hinterblieben nochmals 660 g schwarzbraunes 
Kaliumchlorid mit 1,1 g Stickstoff. Bei erneuter Anwendung 
der Estermethode gingen wieder betrachtliche Mengen Amino- 
siureester (mit 4,8 g Stickstoff) in den Ather (siehe unten), 
wihrend in der nicht weiter untersuchten wiisserig-alkalischen 
Lisung 17,1 g Stickstoff verblieben. 

Beim Abdestillieren des Athers von dieser Esterliésung 
kam sie mit etwas verdiinnter Salzsiure in Beriihrung; obwohl 
sie davon sofort wieder abgehoben wurde, hatte das doch zur 
Folge, daf} sich beim Destillieren im Vakuum bei weitem der 
Hauptteil der Ester zersetzte und im Riickstand blieb: Von 
den 4,8 g Stickstoff, welche die Lésung urspriinglich enthielt, 
gingen nur etwa 1,5g in das Destillat. 


Destillation der Ester. 


Nach der ersten Veresterung ergaben sich folgende 
Fraktionen: 











Fraktion Siedepunkt Druck Ausbeute 
I bis 62°C. 13 mm 20g 
(Hauptmenge 57 bis 59° C.) 
II 62 bis 80°C. i 24, 
Ill oo, ee ewe 38 , 
IV 90 , 185°C. aa 41 ,, 
V iiber 135° C, — 13, 











Der Stickstoffgehalt des Destillationsriickstandes betrug 3,2 g. 









Die stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefe. 


Ester der zweiten Veresterung. 








Fraktion Siedepunkt 





Druck Ausbeute 





I bis 50°C. 20 mm 21 g?) 
II so. . ore -—. a 
(Hauptmenge bei 72° C.) 
II u. IV 80 bis 135° C. ee oi 
(fast alles bei 125° C.) 
V iiber 185° C. es 4,5, 











Wie bereits erwihnt, erlitt bei dieser Destillation der weitaus 
gréfite Teil der Ester Veriinderung und blieb im Riickstand. 

Die Verseifung und Aufarbeitung der Ester erfolgte, so- 
weit nicht ausdriicklich anders bemerkt, wie im Oberhefe- 
Hauptversuch. 

Fraktion 1*): Verseifungsriickstand nach dem Auskochen 
mit Alkohol 10,6g (9g von der ersten und 1,6g von der 
zweiten Veresterung). Dem Stickstoffgehalt zufolge (gefunden 
1,66 g Stickstoff = 16,1°/,) bestanden die Kristalle wesentlich 
aus Alanin (berechnet 15,7°/, Stickstoff), dem etwas Glyko- 
koll und, wie unten gezeigt wird, auch Spuren von Valin bei- 
gemischt waren; isolieren liefien sich in bekannter Weise 2,8 g 
Glykokollesterchlorhydrat (entsprechend 1,5 g Glykokoll). Von 
den nach Abtrennung des Glykokolls wiedergewonnenen Amino- 
siuren wurde ein Teil durch Kristallisieren aus Wasser in 
drei Fraktionen zerlegt und so erhalten: 5,3 g Schmelzpunkt 
274° C., 0,8 g Schmelzpunkt 267° C. und 0,5 g Schmelzpunkt 
285°C. Die Hauptfraktion wurde racemisiert und in das 
Benzoylderivat verwandelt: sie lieferte ohne weiteres in nahe- 
zu quantitativer Ausbeute d, l-Benzoylalanin (Schmelzpunkt nach 
einmaliger Kristallisation aus Wasser 162—163°C.). Die 
dritte Kristallisation wurde in das Kupfersalz umgewandelt; 
der wenigst lésliche Anteil davon enthielt 20,6°/, Cu (auf 
Valinkupfer berechnet 21,50 °/,). 


1) Zumeist aus Alkohol bestehend. 
2) Die mit dem Ather sich verfliichtigenden Esteranteile wurden 
durch Ausschiitteln mit Salzsiure gewonnen; es waren etwa 2g. Nach 
friiherem bestehen sie aus viel Alanin neben wenig Glykokoll. 
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Fraktion II: 30g Ester lieferten 18,5 (16,75 + 1,75) g 
alkoholunlésliche Aminosiuren mit 2,52 g=13,6°/, Stickstoff. 
Die Bestimmung des Leucingehalts sollte nach Levene und 
van Slyke erfolgen. Da eine Elementaranalyse hier (wegen 
des Alaningehalts) keine Auskunft geben konnte, wurde zu- 
nichst in einem Vorversuch mit Hilfe der Bleisalzfallung aufs 
Geratewohl der Gehalt an Leucin ungefahr bestimmt: 

5g Substanz wurden aufs feinste gepulvert, mit 35 ccm 
Wasser erhitzt, mit 8ccm 25°/,igen Ammoniaks in Lisung 
gebracht und dann mit 5 ccm Bleiacetatlésung (spezifisches 
Gewicht 1,255) versetzt. Bald erfolgte Triibung und beim 
Stehen Kristallabscheidung. Schon das langsame Eintreten 
der Fallung deutet auf geringen Leucingehalt hin. Nach 
einer Stunde wurde abgesaugt (1,2 g); die Mutterlauge gab 
mit 6 ccm Bleiacetatlésung tiber Nacht noch 1,5g Fillung, 
weiterer Zusatz hatte keine Wirkung mehr. Die erste Fillung 
enthielt 45,08 °/,, die zweite 47,30°/, Blei; berechnet auf Leucin- 
blei 44,32°/,, auf Valinblei 47,12°/, Blei. Der erste Blei- 
niederschlag bestand demnach etwa zu °/, aus Leucinblei. 
Daraus ergab sich folgende Arbeitsweise: 

12,8 g wurden in entsprechender Weise mit 8 ccm der 
Bleilésung gefallt; nach einstiindigem Stehen 2,2 g glitzernde 
Kristalle (1). Zur Mutterlauge 2ccm Bleilésung: 0,4 g Ab- 
scheidung (If). Mit weiteren 20 ccm Bleilisung nach Stehen 
iiber Nacht: 4,4 g (III); die Mutterlauge davon wurde durch 
Bleiacetatlésung nicht mehr gefallt. — Die Niederschliige I 
und II waren reines Leucinblei (gefunden 44,42 und 44,35°/, 
Blei), III Valinblei (gefunden 47,06°/, Blei). — Aus diesen 
Zahlen berechnet sich, dafi die 18,5g Aminosiuren der Ge- 
samtfraktion 2,1 g Leucin enthielten. Beriicksichtigt man 
ferner die obige Stickstoffbestimmung, so ergibt sich weiter, 
daf} der iibrige Teil der Fraktion etwas mehr als zur Hilfte 
(55°/,) aus Alanin, der Rest aus Valin besteht, vorausgesetzt, 
dafi nicht gréfere Mengen von Aminobuttersiiure vorhan- 
den sind. 

Wenn in der Hefe iiberhaupt Aminobuttersiiure zu finden 
ist, so mufite sich diese in der vorliegenden Fraktion befinden. 
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Es wurde deshalb das nach Abtrennung der schwer léslichen 
Bleisalze verbleibende Aminoséiuregemisch mit grofier Sorg- 
falt durch fraktionierte Kristallisation der Kupfersalze auf 
diese Siure gepriift; mit nicht ganz sicherem Erfolg: 

Die aus dem Vor- und Hauptversuche gesammelten Blei- 
salztiltrate wurden mit Schwefelwasserstoff entbleit und ein- 
gedampft, der Riickstand zur Entfernung von Essigsiure und 
Ammoniak mit Alkoholiather (3:1) wiederholt angerieben und 
so lange auf dem Wasserbade erwirmt, bis der Geruch nach 
Essigsiure ganz verschwunden war und der Riickstand keine 
Ammoniakreaktion mehr gab. Nun wurde mit Wasser auf- 
genommen, mit Tierkohle entfairbt und durch Kochen mit 
Kupferoxyd in das Kupfersalz verwandelt. Durch allmiahliches 
Eindampfen der wiisserigen Lésung wurden folgende Fraktionen 
erhalten : 

a. 0,6g blabblaue Kristalle. Fast unldslich in Methyl- 
alkohol; nach nochmaligem Kristallisieren aus Wasser ent- 
hielten sie (0,24 g) 20,14°/, Cu. 

b. 1,2 g, etwas dunkler blau. Beim Auskochen mit 
Methylalkohol gingen 0,12g in Liésung, Rest aus Wasser 
kristallisiert (0,45 g) und bei 120° C. getrocknet: 20,21°/, Cu. 

c. 1,78 g; bei 120° C. getrocknet und direkt analysiert: 
23,26°/, Cu; die Fraktionen a bis ¢ enthielten kein Kristall- 
wasser. 

d. 4g, tief dunkelblau; die lufttrockne Substanz verlor 
bei 120° C. 2,21°/, Kristallwasser und enthielt wasserfrei 
23,88 °/, Kupfer. 

e. 2,5 g, tief dunkelblau; 5,34°/, Wasser, 23,52 °/, Kupfer. 

Die analysierten Anteile der Fraktionen a und b bestan- 
den sonach aus einem Gemisch von Valinkupfer (darauf be- 
rechnet: 21,50°/, Cu) und Leucinkupfer (19,64°/, Cu); die 
Mutterlaugen davon wurden eingedampft und ebenso wie die 
Kristallisationen c—e im Extraktionsapparat 8—10 Tage lang 
mit Methylalkohol erschépfend ausgezogen, bis keine Blau- 
firbung des Extraktes mehr eintrat. Es blieb nur bei ¢ ein 
geringer Riickstand (0,15 g ohne Kristallwasser mit 26,04 °/, 
Kupfer: Alaninkupfer; darauf berechnet 26,52°/, Cu). Die 



























m a e 
Pa is os ‘ or mad 7 nk 


De Rt A 


se ti: 








274 Jakob Meisenheimer, 


.gesamten methylalkoholischen Ausziige wurden vereinigt und 
allmihlich eingedampft; die dabei erhaltenen Kristallisationen 
wurden nochmals aus Methylalkohol umkristallisiert. Es er- 
gaben sich folgende Fraktionen: 


a,. 0,90 g, kein Kristallwasser, 25,23°/, Kupfer 


b,. 180g, , say, . 
.. oe P 25,38 °/, 4 
d,. 1,35 g, 1,61°/, : 22,167, , 
e,-)1,50 g, 6,06°/, : 13,89, , 


Die letzte Fraktion war sehr stark verunreinigt, gelb- 
griin und etwas klebrig, abgesehen von dem beigemischten 
Harz in Wasser sehr leicht léslich. Genau weiter untersucht 
wurden nur die Fraktionen a—c, die der Analyse zufolge aus 
einem (yemisch der Kupfersalze des Alanins (26,52°/, Cu) und 
der Aminobuttersiure (23,75°/, Cu) bestanden. Zuniichst wurde 
nun, d. h. nach Abtrennung des Valinkupfers durch seine Leicht- 
lislichkeit in Methylalkohol, versucht, die Trennung durch er- 
neutes Umkristallisieren aus Wasser zu erreichen. 

0,78 g der Fraktion a, lésten sich in 50 ccm Wasser zu 
einer klaren dunkelblauen Fliissigkeit; diese wurde bis zur 
beginnenden Kristallisation eingeengt und erkalten gelassen 
(a, 0,11 g mit 22,82°/, Kupfer), weiterkonzentriert (a, 0,11 g 
mit 23,48°/, Kupfer) und zur Trockne verdampft (a, 0,52 g 
mit 26,07°/, Kupfer). b, und c, wurden vereinigt (2,95 g) 
und wie a, behandelt; erhalten drei Fraktionen: 


b,. 0,18 g mit 22,95°/, Kupfer 
b,. 0,90g , 24,88°/, 7 


b,. 1,50g , 25,547, , 


alle Salze waren wasserfrei. 

Die Léslichkeit der Kupfersalze in Methylalkohol und 
die Tatsache, da auch das Alaninkupfer wasserfrei kristalli- 
siert, beweisen, dai lediglich die Kupfersalze der aktiven 
Aminosauren vorlagen. Durch das erstmalige Umkristallisieren 





*) Zur Trockne verdampft. 
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aus Wasser wurden noch beigemischtes Isoleucin und etwas © 


Valin als schwerliésliche Kupfersalze (a und b) entfernt. Beim 
darauffolgenden Kristallisieren aus Methylalkohol blieb umge- 
kehrt gerade das Valinkupfer in deh Mutterlaugen (d,). Das 
erneute Umkristallisieren aus Wasser zeigt, dafi die wenigst 
lislichen Fraktionen immer noch etwas Valin enthalten (a, 
und b,). Die Trennung von Aminobuttersiiture und Alanin 
iiber die Kupfersalze scheint bei den aktiven Siuren nicht so 
gut zu gelingen wie bei den inaktiven'); die Fraktion a, gibt 
zwar einen gut auf aminobuttersaures Kupfer stimmenden 
Wert, b, und b, indessen deuten auf Mischung von Alanin 
und Aminobuttersiure. Wir entschlossen uns daher, den nun 
noch bleibenden Rest zuniichst nach Umwandlung in die Amino- 
siure zu racemisieren und dann erneut die Kupfersalze zu 
fraktionieren. Wir verwendeten die Fraktion b, (0,79 g); 
wegen der uns zu Gebote stehenden geringen Substanzmenge 
gingen wir gleichzeitig zur Mikroanalyse tiber, mit der wir 
ausgezeichnet iibereinstimmende Resultate erhielten. 

Die Racemisierung erfolgte durch 24stiindiges Erhitzen 
mit Baryt im Autoklaven auf 170—175°C. Die Lésung war 
nach quantitativer Entfernung des Baryts véllig inaktiv. Die 
heibe wiisserige Lisung des daraus wieder dargestellten Kupfer- 

') Racemisches Alanin und Aminobuttersiiure kénnen iiber die 
Kupfersalze sehr gut voneinander getrennt werden. Aminobuttersaures 
Kupfer kristallisiert aus Wasser in hellblauen Nadeln wasserfrei (0,1933 g 
Substanz lufttrocken verloren bei 120°C. nicht an Gewicht und gaben 
0,0571 g Kupferoxyd. [C,H,0,N],Cu. Berechnet 23,75°/,, gefunden 23,60°/, 
Cu) und ist in Wasser schwer léslich, in heifem und kaltem Methyl- 
alkohol unléslich. Alaninkupfer ist sehr viel leichter léslich (1g etwa 
in 15cem kaltem Wasser) und bildet dunkelblaue Niidelchen, die ein 
Molekiil Kristallwasser enthalten (A. Strecker, Liebigs Ann. 75, 36 
([1850]): 0,5322 g Substanz lufttrocken verloren bei 120°C. 0,0364 g H,O. 
— (,2864g Substanz lufttrocken gaben 0,0882 g CuO. [C, H,O, N],Cu+H,0. 
Berechnet H, 0 6,99, Cu 24,67 °/o, Gefunden H, O 6,84, Cu 24,60°/o). In kochen- 
dem Methylalkohol ist es etwas lislich, in kaltem so gut wie unléslich. 
Als ein Gemisch von gleichen Teilen Alaninkupfer und aminobuttersaurem 
Kupfer (je 0,5 g), zusammen aus Wasser fraktioniert kristallisiert wurde, 
war bereits nach zweimaliger Kristallisation der schwerst lisliche Anteil 
reines aminobuttersaures Kupfer. 
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salzes gab beim allmahlichen Einengen zwei Kristallfraktionen 
(I und II) und wurde schlieflich zur Trockne gebracht (III). 
Die letzte Fraktion III (0,35 g) war reines racemisches Alanin- 
kupfer. Gefunden: 6,83°/, Wasser und 24,29°/, Kupfer, be- 
rechnet auf (C;H,O,N),Cu+H,O: 6,99°/, H,O und 24,67"), 
Cu. — Fraktion II (0,14 g) enthielt 25,65°/, Cu; das deutet 
auf ein Gemisch von d, l-aminobuttersaurem und d, l-Alaninkupfer, 
aber das Salz war iiberraschenderweise wasserfrei! Die 
schwerst lésliche Fraktion I (0,3 g) wurde durch erneutes 
Kristallisieren aus Wasser in drei Fraktionen zerlegt (0,10 g, 
0,05¢ und 0,06 g), welche simtlich wasserfrei waren und 
23,01°/,, 23,65°/, und 27,55°/, Kupfer enthielten. 

Da die beiden ersten Kristallisationen aus Fraktion | 
den gleichen Kupfergehalt aufweisen, wird man sie als reine 
Substanzen betrachten miissen; es liegt hier mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit d, l-aminobuttersaures Kupfer vor. Zur genaueren 
Charakterisierung reichte unser Material nicht; wir gedenken 
aber unsere Versuche fortzusetzen und vor allem durch Iso- 
lierung der aktiven Form sicherzustellen. 

Fraktion Ill: 388g Ester wurden durch Kochen mit 
250 ccm Wasser verseift. Bein Erkalten kristallisierten 6 g 
(IIIa) aus; beim vélligen Verdampfen der Mutterlauge und nach 
Auskochen des Riickstandes mit Alkohol verblieben 15,8 ¢ 
(IIIb) Aminoséuren, wihrend 11 g (Prolin) in die alkoholische 
Lésung gingen. IIa enthielt 10,6°/,, IIb 11,0°/, Stickstoff. 
— IIIa wurde durch Umkristallisieren aus Wasser in drei 
annihernd gleich grofie Fraktionen zerlegt (Schmelzpunkt 
296° C., 298° C. und 292° C.), doch erwies sich auch die erste 
bei der Elementaranalyse als noch nicht ganz reines Leucin; 
Gefunden: C 54,34°/,, H 10,14°/,; berechnet fiir Leucin: 
C 54,9°/,, H10,0°/,. Auch eine Fallung des Bleisalzes nach 
Levene und van Slyke bestitigte den Valingehalt des Pri- 
parates. Die beiden anderen Fraktionen wurden daher mit 
IIIb vereinigt (zusammen 17,2 g) und analysiert. Gefunden: 
51,1°/, und 50,93°/, C, 9,72°/, und 9,46°/, H. Daraus lift 
sich ein Schlu8 aus dem Leucingehalt nicht ziehen. Es wurde 
daher zunichst wie oben in einem Vorversuch durch allmih- 
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liches Fallen mit Bleiacetatlésung der ungefahre er 
festgestellt und dann wie folgt verfahren: 

6,9 g wurden in 60 ccm Wasser unter Zusatz von kon- 
zentriertem Ammoniak gelést und mit 11,4cem Bleiacetat- 
lésung (spezifisches Gewicht 1,255) gefiallt. Nach einstiindigem 
Stehen in Kiswasser waren 4,8 g reines Leucinblei abgeschie- 
den (44,45°/, Pb; berechnet: 44,32°/,), entsprechend 2,7 g 
Leucin. Die Mutterlaugen gaben mit Bleilésung nur noch 
geringe Niederschliige. Sie wurden in die Kupfersalze um- 
gewandelt und die letzteren fraktioniert kristallisiert. Aus 
der Léslichkeit des Kupfersalzes (es war zum grdéfiten Teil 
leicht léslich in Methylalkohol) und aus den vielen Kupfer- 
bestimmungen, die hier nicht aufgefiihrt sein sollen, ergab 
sich, daf} darin aufjer etwas Leucin (oder richtiger wohl Iso- 
leucin) hauptsichlich Valin und geringe Mengen (etwa */, der 
Gesamtmenge) von Alanin vorhanden waren, womit auch die 
oben angefiihrten Elementaranalysen sich in Einklang bringen 
Jassen. Man kann sonach die urspriingliche Gesamtfraktion 
(fast 20 g) betrachten als bestehend aus: 10g Leucin, 7,5g 
Valin und 2,5 g Alanin’). 


Prolinfraktion. 


Die gesamten alkoholischen Ausziige der Fraktionen 
I bis III beider Veresterungen hinterliefien 13,1 g leicht in 
Alkohol léslichen Riickstand. Darin waren enthalten: 0,953 g 
Gesamt- und 0,491 g Aminostickstoff (nach van Slyke). Mit- 
hin berechnet sich 0,46 g Prolinstickstoff entsprechend 3,8 g 
Prolin. Behufs Identifizierung des Prolins wurde die noch 
vorhandene Menge (von 100ccm wisseriger Lésung waren 
12 ccm fiir Analysen verbraucht) mit Baryt racemisiert*), das 
Barium mit Kohlendioxyd entfernt und das Filtrat mit Kupfer- 
oxyd gekocht. Das beim Eindampfen der wiisserigen Lésung 
sich ausscheidende Kupfersalz war in Alkohol so gut wie un- 
léslich (9,8 g nach dem Auskochen mit Alkohol; Prolinkupfer 
[(C; H, N O21 Cu + 2H,0 berechnen sich nach obiger Bestimmung 


*) Auf Aminobuttersiure ist nicht gepriift. 
*) E, Fischer, a. a. O. 
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nur 4,75 g). Beim Umkristallisieren aus Wasser ergaben sich 
zunichst etwa 2 g einer wenig lislichen Fraktion, die nach 
Entfernen des Kupfers mit Schwefelwasserstoff einen nicht- 
kristallisierten Riickstand hinterliefien, der auch kein kristalli- 
siertes Pikrat gab‘). Dagegen gab die Mutterlauge davon 
nach der Entkupferung und Kindampfen zur Trockne ohne 
weiteres in Hisessiglésung mit Ather ein kristallisiertes Pikrat, 
dessen Schmelzpunkt allerdings um einige Grad zu tief, nim- 
lich bei 128—130° C. statt 135—137° lag und auch durch 
Umkristallisieren mit Alkohol nicht in die Héhe zu bringen 
war. Es zeigte sich indessen, daf} die aus dem Kupfersalz 
wiedergewonnene Aminosidure nicht mehr glatt in Alkohol 
léslich war. Die Behandlung mit Alkohol wurde daher mit 
dem noch vorhandenen Rest der Aminosiiure (etwa 4 g) wieder- 
holt; es blieben 0,75 g (siehe unten) ungelést. Der dlige 
Riickstand des alkoholischen Auszugs gab nunmehr ein sehr 
schon kristallisierendes Pikrat (Schmelzpunkt 132° C.), das nach 
einmaligem Umkristallisieren aus Alkohol den richtigen Schmelz- 
punkt, 135° C., des reinen d,1-Prolinpikrats zeigte. 

F. W. Foreman®*) gibt an, dai die schwerléslichen 
Anteile der Prolinfraktion eine Aminobuttersiure enthielten. 
Dieser Angabe wegen haben wir die oben erwihnten 0,75 g 
durch Umwandlung in das Kupfersalz genauer gepriift. Das 
Kupfersalz war im Wasser ziemlich leicht léslich, es wurde 
in zwei Fraktionen zerlegt und —* Beide Fraktionen 
waren wasserfrei und enthielten 21,2°/, und 21,5°/, Kupfer, 
wihrend sich auf Aminobuttersiure 23,7°/, Kupfer berechnen. 
Die Analysenzahl deutet auf Valinkupfer hin, doch schmolz 
die aus den Salzen gewonnene Aminosiure bereits bei 235° C., 
war also bestimmt kein Valin. 

Fraktion IV: Von 49 g Ester (41 g von der ersten und 
8 g von der zweiten Veresterung) waren in Wasser unléslich 
15 + 2g; der wasserunlésliche Esteranteil der Fraktion V 
(2 + 1g) wurde damit vereinigt. Im ganzen waren also in 





1) Nach D. Alexandroff, Diese Zeitschrift Bd. 46 8. 17 (1905). 
*) Bioch. Zeitschrift 56, 1 (1913). 
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beiden Fraktionen 20 g roher Phenylalaninester entsprechend 
17 g Phenylalanin. Durch Verseifen mit Salzsiiure') wurden 
daraus 8,6 g Phenylalaninchlorhydrat gewonnen, aus der 
Mutterlauge mit Ammoniak noch 1 g freies Phenylalanin. Der 
nichtkristallisierende Rest durfte ebenfalls zur Hauptsache 
aus Phenylalanin (Gemisch der aktiven und racemischen Form) 
bestanden haben. Durch Umkristallisieren aus Wasser unter 
Zusatz von Tierkohle konnten aus obigen Kristallfraktionen 
leicht grofie Mengen von reinem Phenylalanin isoliert werden. 
Der Schmelzpunkt lag bei 268° C., woraus zu schlieBen ist, 
dai wesentlich Racemform vorlag. 

Die wasserléslichen Ester wurden mit Baryt verseift, 
das unlésliche Bariumsalz abfiltriert. Nach dem Zerlegen mit 
Schwefelsiiure kristallisierten beim Einengen 3,8 g dl-Asparagin- 
siiure (Schmelzpunkt héher als 270° C.) aus; die letzte Mutter- 
lauge enthielt ganz wenig braune in Alkohol lésliche Substanz. 

Die Mutterlauge vom asparaginsauren Barium wurde nach 
Entfernung des Bariums mit Schwefelsiure eingedampft. Der 
Riickstand (etwa 15 g) wurde mit Kupferoxyd gekocht, die 
heiffiltrierte Lésung schied beim Erkalten und Einengen 7,7 g 
in Wasser schwer lisliches asparaginsaures Kupfer ab; die 
aus dem Kupfersalz gewonnene freie Asparaginsiure schmolz 
im offenen Réhrchen bei 290°C. noch nicht, im zugeschmolzenen 
t6hrehen bei 265° C. statt 270—271°C. Die so gewonnene 
Asparaginsiure war frei von Glutaminsiure, denn ein schwer- 
lisliches Chlorhydrat konnte daraus nicht abgeschieden werden. 

Das Filtrat von asparaginsaurem Kupfer leferte nach 
Entfernung des Kupfers 2,9 g Glutaminsiure-Chlorhydrat. 
Nach vélliger Abscheidung der Glutaminsiiure mit Salzsiure 
verblieb in der Liésung noch etwa 0,6 g Stickstoff und dem- 
entsprechend also noch eine recht erhebliche Menge Substanz. 
Ks gelang auch hier nicht, so wenig wie bei der Oberhefe, 
Serin nachzuweisen. Zwar konnte nach quantitativer Ent- 
fernung der Salzsiiure noch reichliche Kristallisation erzielt 
werden, und die Schmelzpunkte der einzelnen Fraktionen lagen 





1) Wieder erwies sich ein Teil der Fraktion als unlislich in Salzsiure 
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auch in der Nahe des Serinschmelzpunktes, némlich zwischen 
230° C. und 250° C., es gelang aber nicht in einem einzigen 
von zahlreichen Versuchen, diese Kristalle in das charakte- 
ristische Naphthalinsulfoderivat vom richtigen Schmelzpunkt 
umzuwandeln. 

Fraktion V schied, wie wir hiufig beobachtet haben, 
beim Erkalten Kristalle ab, die durch den Schmelzpunkt 
(54—55° C.) und auch durch eine Elementaranalyse als Pyr- 
rolidonkarbonsiéureester erwiesen wurden. Der wasserldsliche 
Anteil der Ester (11 g + 3,5 g) lieferte nach der Verseifung 
mit Barythydrat auch bei tagelangem Stehen keine Kristalle, 
beim Absaugen des in geringer Menge abgeschiedenen Barium- 
karbonats aber erfolgte plétzlich in der Saugflasche lebhafte 
Kristallabscheidung. Die aus dem Bariumsalz freigemachte 
Saéure (6 g) aber erwies sich nicht als Asparaginsiure, sondern 
nach dem Schmelzpunkt als reine Glutaminsiiure. Aus dem 
Filtrat des Bariumsalzes wurden neben 0,5 g alkoholléslichem 
Ol noch 4 g weniger reine Glutaminséure gewonnen, die sich 
aber durch Umwandlung in das Chlorhydrat (Schmelzpunkt 
193°C.) auch als solche erweisen lief}. 


Glutaminsadure und Prolin (ohne Esterdestillation). 


Es wurde von 2 kg Hefe (vom Versuch IJ) mit 51,8 g 
Stickstoff ausgegangen. Bei der Selbstverdauung blieben 5,4 ¢ 
Stickstoff ungelést!); die mit dem Waschwasser auf 4300 ccm 
eingedampfte Autolysefliissigkeit enthielt 46,1 g Stickstoff. 
Davon wurden 4000 ccm mit 42,9 g Stickstoff in Arbeit ge- 
nommen. Sie wurden in schwefelsaurer Lésung mit Phos- 
phorwolframsaiure gefallt und sehr sorgfiltig mit 5°/,iger 
Schwefelsiure bis zum Verschwinden der Millonschen Reaktion 
ausgewaschen. Der Niederschlag wog nach dem Trocknen 
1342 g und enthielt im ganzen 19,3 g Stickstoff. Das Filtrat 
22 1) wurde mit iiberschiissigem Baryt von Schwefelsiiure und 
Phosphorwolframsiure befreit und nach dem Abfiltrieren des 
Niederschlags auch das Barium quantitativ mit Schwefelsiure 


1) Tyrosin war nicht abgeschieden (siehe oben). 
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ausgefallt. Trotz sehr sorgfaltigen Auswaschens (bis nahezu 
zum Verschwinden der Triketohydrinden-Reaktion) hielten 
diese Niederschliige 2,5 g Stickstoff eingeschlossen. Das Filtrat 
wurde im Vakuum auf 4 | eingeengt, die 22,2 g Stickstoff 
enthielten (Verlust 2,1 g: in Anbetracht der grofien Mengen 
Fliissigkeit und Niederschlag erklirlich). 3800 cem davon 
lieferten bei weiterem Einengen zunichst eine Kristallisation 
von Tyrosin (siehe oben S. 268), alsdann sehr erhebliche Mengen 
von tyrosinfreien Abscheidungen; bei vélligem Eindampfen 
hinterblieb ein Sirup. Simtliche Kristallisationen (aufer der 
Tyrosinfraktion) und der Sirup wurden erschépfend mit Alko- 
hol ausgekocht (Prolinfraktion), der in Alkohol unlésliche 
Teil auf 
Glutaminsiure 

verarbeitet. Die schwerer und die leichter in Wasser lés- 
lichen Anteile wurden getrennt mit Chlorwasserstoffsiiure be- 
handelt, die Mutterlaugen dann vereinigt und erneut zur 
Kristallisation gestellt. Als sich auch nach langem Stehen 
kein Chlorhydrat mehr abschied, wurde die Salzsiure mit 
Bleioxyd entfernt, das bleifreie Filtrat mit Tierkohle gekocht 
und dann erneut mit gasférmigem Chlorwasserstoff gesittigt, 
solange noch Kristallabscheidung zu erreichen war. So gelang 
es, im ganzen 25 g Glutaminsiurechlorhydrat (Schmelzpunkt 
roh 182°C., nach einmaliger Kristallisation 193°C.) zu iso- 
lieren, d. i. eine sehr viel griéfiere Menge, als je bei der Ester- 
destillation gefunden war. 


Prolin. 


Der nach dem Verdampfen der alkoholischen Lésung 
hinterbleibende Sirup wurde noch wiederholt mit Alkohol 
aufgenommen und jedesmal die unlésliche Aminosiiure abfil- 
triert. Schlieflich wurde eine konzentrierte alkoholische 
Lésung erhalten, die nach wochenlangem Stehen 0,75 g Kri- 
stalle abschied. Diese wurden in das Kupfersalz umgewandelt 
und letzteres mit Alkohol extrahiert. Der alkoholunlésliche 
Teil war eine undeutlich kristallisierende blaue Masse, die 
trotz verschiedener Anliufe nicht zu identifizieren war. Das 





































282 Jakob Meisenheimer, 


alkohollisliche Kupfersalz (0,2 g) enthielt, im Exsikkator iiber 
Schwefelsiiure ohne Vakuum zur Konstanz getrocknet, 23,47 °/, 
Kupfer. Es war im Wasser sehr leicht, im Alkohol schwer 
léslich. Der noch vorhandene Rest (etwa 0,1 g) wurde in 
viel (etwa */, 1) Alkohol geliést und durch Eindampfen in zwei 
Fraktionen zerlegt; die erste (0,05 g) war dunkelblau, die 
zweite, durch Kindampfen bis fast zur Trockne gewonnene 
(0,01 g), etwas mehr griinlich. Beide Fraktionen gaben im 
Vakuum itiber Schwefelséure vorgetrocknet, bei 105° C. nur 
noch eine Spur Feuchtigkeit ab und enthielten 23,34°/, bzw. 
23,32°/, Kupfer. Fiir aminobuttersaures Kupfer berechnen 
sich 25,75°/,. Die Konstanz der Werte macht es recht wahr- 
scheinlich, dafi hier wirklich Aminobuttersiiure vorlag. 

Die alkoholische Liésung wurde auf 600 ccm aufgefiillt 
und der Gesamtstickstoff bestimmt; gefunden: 4,00 g Stick- 
stoff. Die iibrigbleibenden 550 ccm hinterliefjen, im Vakuum 
eingedampft und iiber konzentrierter Schwefelsiiure zur Kon- 
stanz getrocknet, 39,0 g braunen Sirup (mit 9,4°/, Stickstoff). 
Dieser Riickstand wurde nun nach Foreman’) noch achtmal 
mit je etwa 75—100 ccm Chloroform ausgekocht, bis so gut 
wie nichts mehr in Lésung ging. Der Chloroformauszug ent- 
hielt etwa 5 g glasiger, klebriger Substanz; sie wurde in 
Wasser gelést, von braunem Harz abfiltriert und auf 100 ccm 
gebracht. Gesamtstickstoff 0,53 g, Aminostickstoff nach van 
Slyke nur 0,01 g; fast der gesamte Stickstoff war also als 
Prolinstickstoff vorhanden. Trotzdem gelang es nicht, durch 
Racemisieren mit Barytwasser und Herstellung des Kupfer- 
salzes, letzteres in reiner Form zu gewinnen; der gréfite 
Teil der Aminosaéure war nach der Racemisation unléslich in 
Alkohol. 

Die in Chloroform unlésliche Hauptmenge wurde ebenfalls 
in Wasser gelést, filtriert und auf 250 ccm aufgefiillt. Ge- 
samtstickstoff 3,2 g, Aminostickstoff nach van Slyke 0,8 g, 
also 2,4 g Prolinstickstoff, was etwa 20 g Prolin entsprechen 
wiirde. Die Aminosiuren wurden nun racemisiert, durch 
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Kristallisation aus Alkohol in eine alkoholunlésliche und meh- 
rere alkohollésliche Fraktionen zerlegt, und jede von diesen 
fir sich in das Kupfersalz umgewandelt, doch konnte aus 
keiner Prolinkupfer in sicher reinem Zustande isoliert werden. 
Auch ein Versuch, Oxyprolin in der iiblichen Weise nachzu- 
weisen, miflang. 


Bei der Ausfiihrung der oben beschriebenen Versuche 
wurde ich von den Herren Dr. Paul Schulze und Dr. Kurt 
Bratring in trefflicher Weise unterstiitzt. 














Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
V. Mitteilung. 
Von 


Martin Schenck. 


(Aus dem pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitit Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Miirz 1919.) 








In der vierten Mitteilung (Diese Zeitschrift, Bd. 89,8. 560ff.)') 
habe ich iber Beckmannsche Oximumlagerung bei Cholsiure- 
abkémmlingen berichtet, und zwar wurden beschrieben die 
Umlagerung des Dehydrocholsiuretrioxims und die des Bilian- 
siuredioxims. Es wurde bereits hervorgehoben, dafi die beiden 
Ketongruppen der Biliansiure wahrscheinlich ringférmig ge- 
bunden sind, dafi aber auch m. E. die drei Carbonyle der 
Dehydrocholsiiure als ringférmig gebundene Ketongruppen an- 
gesehen werden kiénnen entgegen der friiheren Annahme, daf} 
die Dehydrocholsiure zwei Aldehydgruppen und eine Keton- 
gruppe enthalten sollte. Dementsprechend wurden die bei der 
Umlagerung der Oxime der genannten Saduren entstehenden 
Isoxime als Lactame angesprochen, deren Bildung analog dem 
Ubergang von Cyclopentanonoxim in a-Piperidon (vgl. Wallach, 
Ann. d. Chem., Bd. 312, 8S. 181) erfolgt: 

CH,—CH, CH,—CH,—CO 
SNE accom | 

CH,—CH, CH,—CH,—NH 
Cyclopentanonoxim -Piperidon. 


') Die ersten vier Mitteilungen iiber meine Untersuchungen in der 
Cholsiuregruppe sind in dieser Zeitschrift veréffentlicht: Bd. 63, 8. 308; 
Bd, 69, 8S. 383; Bd. 87, S. 59; Bd. 89, S. 360. Diese Untersuchungen, die 
ich infolge des Krieges fast 4'/, Jahre unterbrechen mufte, habe ich vor 
kurzem wieder aufgenommen. 
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Im Einklang mit der von mir gemachten Annahme, dafs 
die Dehydrocholsiéure drei ringférmig gebundene Ketongruppen 
enthilt, steht die vor kurzer Zeit von W. Borsche und Emmy 
Rosenkranz’) mitgeteilte Beobachtung, da die Dehydrochol- 
siiure (C,,H,,0;) bei der Reduktion eine mit Dehydrodesoxy- 
cholsiure isomere Desoxydehydrocholsiure (C,,H,,0,) liefert, 
die bei der Oxydation in die mit Cholansiure isomere Pseudo- 
cholansiure (C,,H,,0,) iibergeht. Die Bildung der Desoxyde- 
hydrocholsiure und der Pseudocholansiiure laifit sich wohl nur, 
wie es auch Borsche und Rosenkranz tun, unter der er- 
wihnten Annahme erkliren. 

Die Umlagerung der Oxime in Isoxime wurde von mir 
zu dem Ende vorgenommen, die bei der Aufspaltung der letz- 
teren zu erwartenden Aminosduren abzubauen, um so eventuell 
zu neuen, charakteristischen Abbauprodukten der Cholsiéure 
zu gelangen. : 

Inzwischen habe ich das Bilianséureisodioxim aufgespalten 
und dabei ein partiell aufgespaltenes Reaktionsprodukt erhalten. 
Ferner habe ich, in Ausfiihrung einer bereits in der vierten 
Mitteilung angekiindigten Absicht, das von mir friiher dar- 
gestellte Oxim der Cholansaéure in das entsprechende Isoxim 
umgelagert und auch dieses Isoxim der Aufspaltung unter- 
worfen. Uber diese Versuche soll im folgenden berichtet werden. 


Partielle Aufspaltung des Biliansaéureisodioxims: 
Biliansiureisoximaminocarbonsaure. 


Die Darstellung des Biliansiureisodioxims geschah in der 
friher (Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 365) angegebenen Weise. 
Die Substanz zersetzte sich bei 258°, die Analyse des bei 120° 
getrockneten Materials ergab: 

0,1540 g Substanz: 0,3400 g CO, u. 0,1046 g H,O; gef. 60,21°/, C u. 7,60°/, H; 
0,2224 g 11,7 ccm N bei 15° und 745,1 mm Hg; gef 6,11°/, N; 
Ber. fiir C,,H,,N,0,: 59,96°/, C, 7,55°/, H und 5,85°/, N. 

Nach einigen Vorversuchen erwies sich das folgende 
Verfahren zur Aufspaltung und zur Isolierung des Reaktions- 
produktes als zweckmifiig. 





1) Chem. Ber., Bd. 52, S. 342—345. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIY. 
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0,5 g Isodioxim wurden mit 20 ccm 20°, iger Salzsiure 

eine Stunde lang am Riickfluikiihler zum Sieden erhitzt, dic 
Substanz ging dabei alsbald in Lésung. Die Lisung, die auch 
nach dem Erkalten klar blieb, wurde im Vakuum iiber Atz- 
kalk bei gewéhnlicher Temperatur zur Trockne gebracht. Es 
hinterblieb ein zum grofen Teil kristallinischer Riickstand, 
er wurde in wenig Natronlauge gelist, die Lisung etwas ver- 
diinnt und durch Filtration von einigen ausgeschiedenen, braunen 
Flocken befreit. Dann wurde mit Essigsiure ganz schwach 
angesaéuert und mit 5°/,iger Kupferacetatlésung gefillt. Die 
hellgriine, amorphe Kupferfillung wurde abgesaugt, mit Wasser 
ausgewaschen und, nach dem Anreiben mit Wasser, heif} durch 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Vom Schwefelkupfer wurde heifi 
abfiltriert, das Filtrat auf dem Wasserbade eingeengt, wobei 
sich meist noch etwas Schwefelkupfer, das abfiltriert wurde, 
ausschied, und zur Trockne verdampft. Es resultierte ein 
etwas braun gefarbter, gréfitenteils kristallinischer, teilweise 
lackartiger Riickstand; er wurde zunichst mit 50°/,igem Al- 
kohoi ausgekocht, das vom Alkohol nicht Geliste sah rein 
weif} aus und wurde aus heifiem Wasser umkristallisiert. Die 
so erhaltenen Kristalle (Nadeln) zeigten unter dem Mikroskop 
gut ausgebildete, linealférmige Gestalt, sie wurden mit den 
gleich aussehenden, rein weifen Nadeln, die sich beim Ab- 
kiihlen aus der schwach braun gefirbten, alkoholischen Lésung 
ausschieden, vereinigt. Die Kristalle zersetzten sich unter 
Braunfarbung bei 228—230°; die Analyse (Trocknen bei 120°) 
ergab: 
0,1844 g Substanz: 0,3900 g CO, u. 0,1282 g H, O; gef. 57,68°/oC u. 7,78 %/o H; 
0,1256 , ‘ 0,2644 , CO, , 0,0866, H,O; , 57,41°%C , 7,71°/o H; 
0.2232, , 10,7 ccm N bei 14° und 741,2 mm Hg; gef. 5,56%o N; 
02078, , 108 , N, 18° , 789,7 , Hg; , 5,938%N; 

Ber. fiir C,,H, N,O,o: 55,77 %fo ©, 7,81°%o H und 5,44%o N; 

» » Cg,Hs,N,O,: 57,79°%o C, 7,68%0oH , 5,63°% N. 


Da das Biliansaiureisodioxim zwei Lactamringe enthalten 
muB, so folgt aus den erhaltenen Analysenwerten, dafi bei 
der Einwirkung von siedender Salzsiure unter den angegebenen 
Bedingungen von diesen beiden Ringen nur der eine aufge- 
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spalten worden ist, wihrend der andere intakt geblieben ist 
und relativ bestindig zu sein scheint (vgl. das unten bei der 
Aufspaltung des Cholanséureisoxims Gesagte). Dab das erhaltene 
Produkt ein Gemisch von unverindert gebliebenem und von 
total aufgespaltenem Isodioxim sein kénnte, halte ich nach 
dem einheitlichen Aussehen der Kristalle und dem nach dem 
Umkristallisieren konstant bleibenden Zersetzungspunkt fir 
ausgeschlossen. Dem Reaktionsprodukt kommt also die Formel 
Yo, HygN,O, zu, es mag als Biliansiureisoximamino- 
carbonsaure bezeichnet werden. 

Die Aminosiure muf} nach ihrer Entstehungsweise vier 
Carboxylgruppen aufweisen, von denen drei urspriinglich in 
der Biliansiiure enthalten sind. Es wurde versucht, die Zahl 
der Carboxylgruppen mafianalytisch zu bestimmen. Dabei 
ergab sich, dafi durch direkte Titration nur drei Carboxyl- 
gruppen nachweisbar sind, wiéhrend die vierte unter dem Ein- 
flu der Aminogruppe sich direkt nicht titrieren lafit, wohl 
aber, nach der Methode von Sérensen, nach Formolzusatz 
in Erscheinung tritt. Auch nach Formolzusatz wurde iibrigens 
der volle Wert fiir Carboxyl nicht erreicht, die Zunahme ist 
aber so erheblich, dafi ein Zweifel an der Anwesenheit von 
vier Carboxylgruppen in der Aminosaure nicht bestehen kann. 
Ich lasse die Resultate der Titrationen unten folgen. Zur 
Ausfiihrung der Bestimmungen sei bemerkt, dafi die Substanz 
in ca. 100 ccm Wasser heii gelist wurde, die Lisung nach 
dem Erkalien mit "/,,-Natronlauge unter Verwendung von 
Phenolphtalein (10 Tropfen einer 1 °/, igen alkoholischen Lésung) 
als Indikator titriert wurde (Versuch I). Bei den Versuchen Il 
und III folgte auf die erste direkte Titration (II, a und ILI, a) 
eine zweite nach Zusatz von 10 ccm etwa 40°/,iger Formal- 
dehydlésung (II,b und III,b), bei Versuch III auf die zweite 
noch eine dritte Titration nach weiterem Zusatz von 20 ccm 
Formaldehydlésung (III,c). Dieser weitere Zusatz von Formol 
erhéhte den Wert fiir Carboxyl nicht mehr wesentlich. Die 
zur Neutralisation der zugesetzten Formaldehydlésung erforder- 
hiche Menge Natronlauge wurde jedesmal abgezogen. Das 
Erkennen des Endes der Reaktion war bei den Titrationen, 
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besonders bei denen mit Formol, nicht ganz leicht, auf be- 
sondere Genauigkeit sollen daher diese Bestimmungen auch 
keinen Anspruch machen, die Unterschiede der Titrationen 
ohne und mit Formol sind aber in die Augen springend. 

I. 0,1508 g Subst. verbrauchen 9,2 ccm 0/,,-NaOH; gef.27,45°/, Carboxy]; 


II,a. 0,1500, , ‘ ae » ; > Bete fe CS 
lJ,b. 0,1500,  , ; ns. ‘ : , 84,80°/, eri’ 
Il,a. 0,13880.  , r S » 7 ; » ty, . on 
III,b. 0,1830, , . 10,15 , . ; » 984,34% » 4 
Hi,c. 0,138380,  , ‘ 10,25 , " ; » 34,68, ; 
Ber. fiir C,,H,,N,0,: a datbiediiiaaibin’ 97, 09°/, COOH; 
i ie : : 4 - eo” ae 


Ks -soll weiterhin versucht werden, auch den zweiten 
Lactamring des Biliansiéureisodioxims aufzuspalten. 


Umlagerung des Oxims der Cholansiure: 
Cholanséiureisoxim. 


Das Oxim der Cholansiure ist von mir bereits friiher 
erhalten worden (vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 388 u. 389). 
Beziiglich seiner Darstellung sei noch folgendes bemerkt. Die 
Cholanséiure scheint mit Hydroxylamin nur schwierig zu 
reagieren, dementsprechend wurden beim Oximieren nach der 
friiher angegebenen Arbeitsweise stets mehr oder weniger 
grofie Mengen von Cholansiure unverindert gefunden, man 
erkennt dies daran, daf} sich das isolierte und aus verdiinntem 
Aceton umkristallisierte Reaktionsprodukt in 25°/,iger Salz-: 
siure nicht vollstandig lést. Das Oxim ist iibrigens, beiliufig 
bemerkt, in salzsaurer Lésung, auch bei gewoéhnlicher Tem- 
peratur, nicht sehr bestiindig. Liegt ein Gemisch von Oxim 
und Cholansiure vor, so kann man es zur Trennung mit 
50°/,igem wisserigem Aceton (50 ccm Aceton, 50 ccm Wasser), 
ohne zu erwirmen, behandeln. Das Oxim geht dann in Lésung 
und li6t sich aus dem Filtrat durch Zusatz von Wasser kri- 
stallisiert erhalten. Eventuell wire diese Behandlungsweise 
zu wiederholen. Zur méglichst vollstindigen Bildung des 
Oxims wurde gegeniiber der friiheren Arbeitsweise die Menge 
des Hydroxylaminchlorhydrats verdoppelt, also etwa das Sechs- 
fache der berechneten Menge angewandt, auch wurde die 
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Lésung mehrere Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. In 
einem solchen Falle léste sich das isolierte Reaktionsprodukt 
volistandig in 25°/,iger HCl auf. Das Oxim beginnt, beim 
Erhitzen im Schmelzréhrchen, bei ca. 160° sich zu zersetzen, 
bei etwa 185—187° ist die Zersetzung vollstandig (friiher 
wurde fiir vollstandige Zersetzung ca. 197° gefunden, die 
Substanz war damals wohl weniger rein). Eine Analyse’) ergab: 
0,3553 g Subst.: 10,2 com N bei 13,5° und 759,8 mm Hg; gef. 3,42°/, N; 
Ber. fiir C,,H,,NO,: 3,11°, N. 

Da die Carbonylgruppe der Cholansiure wegen der grofien 
Resistenz der Siure gegeniiber Oxydationsmitteln nur eine ring- 
férmig gebundene Ketongruppe sein kann, so war bei der Beck- 
mannschen Umlagerung des Cholansiureoxims, analog den 
friiher beschriebenen Oximumlagerungen, die Bildung eines 
Lactams zu erwarten. 

Die Umlagerung geschah in der gleichen Weise, wie beim 
Dehydrocholsiuretrioxim und beim Bilianséuredioxim, nach dem 
— etwas modifizierten — Verfahren, das Wallach) fiir die 
Umlagerung der Oxime gesittigter, zyklischer Ketone anwandte. 

0,5 g Oxim werden mit 6 ccm starker (etwa 90°/,iger) 
Schwefelsiure auf dem Wasserbade 20 Minuten erwirmt. Die 
Substanz geht dabei alsbald in Lisung und die Lésung farbt 
sich schwach braun. Nach dem Erkalten wird die Fliissigkeit 
in kaltes Wasser gegossen, wobei sofort eine weifie Ausschei- 
dung eintritt. Diese wird nach mehreren Stunden abfiltriert, 


auf einem Tonteller getrocknet, in wenig Alkohol heifi gelést - 


und die Lésung mit heifiem Wasser versetzt, worauf sich das 
Isoxim kristallinisch abscheidet. Auch aus Wasser allein, in 
dem es sehr schwer lislich ist, laf t sich das Isoxim umkristalli- 
sieren. Es bildet Nadeln, die unter dem Mikroskop als lang- 
gestreckte Sechsecke erscheinen und mitunter sternférmige 
Gruppierung zeigen. Im Schmelzréhrchen erhitzt, schiiumt das 





1) Ein Teil der Analysen wurde im hiesigen pharmakologischen 
Institut auf einem elektrischen Verbrennungsofen ausgefihrt. Fiir die 
Erlaubnis zur Benutzung des Ofens bin ich dem Direktor des Instituts, 
Sr. Magnificenz Herrn Professor Giirber, zu groBem Danke verpflichtet. 
*) Ann, d. Chem., Bd. 312, 8. 171. 
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Isoxim unter Braunfirbung bei etwa 273—275° auf, nach- 
dem es schon friiher von 250—255° an schwaches Sintern 
gezeigt hat. Die Analyse (Trocknen bei 100—110°) lieferte 
folgende Werte: 

0,1552 g Subst.: 0,3644 g CO, u. 0,1170 g H,O; gef. 64,049, C u. 8,48°/, H; 
0,3608 g Subst.: 11 com N bei 20° u. 734,4 mm Hg; gef. 3,43°/, N; 
Ber. fir C.,H,,NO,: 63,81%, C, 8,26°/, H und 3,11%/, N. 

Sehr geeignet zur Unterscheidung des Oxims vom isoxim 
ist wieder — wie bei den friiher beschriebenen Oximen bzw. 
Isoximen — das Verhalten gegen siedende Saiure. Beide Kérper 
lésen sich in kalter (etwa 25°/,iger) Salzsiiure auf; erhitat 
man einige Zeit zum Sieden, so scheidet sich aus der Lisung 
des Oxims die sehr schwer lésliche Cholansiiure aus, indem 
eine Zerlegung des Oxims in die Ketonsiure und Hydroxylamin 
stattgefunden hat, die Lésung des Isoxims bleibt dagegen, auch 
beim Abkiihlen, vollstandig klar, indem keine Verinderung 
des Isoxims eingetreten bzw. eine Aufspaltung zu der eben- 
falls salzsiiureléslichen Aminosiure (s. unten) erfolgt ist. 


Aufspaltung des Cholansiureisoxims: 
Cholansiureaminocarbonsiure. 


0,5 g Cholansiureisoxim wurden in 20 cem 25°/,iger 
Salzsiure gelést und die Liésung eine Stunde lang am Riick- 
fluBkiihler gekocht. Beim Erkalten blieb die Lésung klar, auf 
Zusatz von Wasser erfolgte aber eine weibe Fillung. Es 
wurde nun so viel Wasser zugegeben, daf} beim Kochen der 
Mischung die ganze Fillung bis auf minimale Mengen wieder 
in Lésung ging (die Gesamtfliissigkeitsmenge betrug etwa 
375 cem). Nach dem Filtrieren schied die Lésung beim Er- 
kalten eine Kristallisation aus, die nach mehreren Stunden 
abgesaugt wurde. Nach Kristallform und Zersetzungspunkt 
(274 —275°) lag unveriindertes Isoxim vor, die Menge betrug 
etwa 60°/, des Ausgangsmaterials. Das Filtrat von der Kri- 
stallisation wurde auf dem Wasserbade eingeengt, es blieb 
dabei zunichst klar, erst nach starkem Konzentrieren schieden 
sich Niadelchen, die unter dem Mikroskop die Form von langen 
Prismen zeigten, aus. Sie zersetzten sich bei 226—228° 
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(unscharf) und erwiesen sich als chlorhaltig. Die sehr spir- 
liche Mutterlauge von diesen Prismen gab beim Verdiinnen 
mit Wasser noch geringe Mengen einer kristallinischen Sub- 
stanz, die nach ihrer Kristallform und dem Zersetzungspunkt 
(271—273°) aus unverindertem Isoxim bestehen muBte. 

Die chlorhaltigen Nadelchen, in denen ich das Chlorhydrat 
der Aminosaure vermutete, wurden in wenig Wasser heif gelést; 
beim Erkalten gab die Lésung eine Kristallisation von feinen 
Blattchen, die unter dem Mikroskop die Gestalt von Rhomben, 
deren Ecken meist mehr oder weniger stark abgeschnitten 
waren, zeigten. Sie waren chlorfrei und wurden, nach dem 
Trocknen bei 100—110°, analysiert: 

0.1626 g Subst.: 0,3650 g CO, u. 0,1288 g H,O; gef. 61,22%, C u. 8,52%, H; 
Ber. fiir C,,H,;,NO,: 61,56°/, C und 8,37°/, H. 

Es lag somit die erwartete ,Cholansiureaminocarbon- 

siure* vor. Von einer Stickstoffbestimmung habe ich wegen 

Materialmangels vorerst Abstand genommen, zumal da der 

Unterschied im Stickstoffgehalt zwischen Isoxim (8,11°/,) und 

Aminosaure (2,99 °/,) nur gering ist. 

Sehr charakteristisch ist das Verhalten der Aminosiiure 
beim Erhitzen im Schmelzréhrchen: bei 194—195° schmilzt 
die Substanz unter Aufschiumen zu einer farblosen Fliissigkeit, 
die aber bald wieder zu einer weifien, schaumigen Masse er- 
starrt; beim weiteren Erhitzen schaumt diese Masse bei 
274—275° (dem Zersetzungspunkt des Isoxims) abermals, 
und zwar unter Braunfirbung, auf. Die Aminosiéure geht 
offenbar beim Erhitzen unter Wasserabspaltung in das Lactam 
(Isoxim) iiber, ein Verhalten, das naher gepriift werden soll, 
sobald ich im Besitz von gréfieren Mengen Cholansidure sein 
werde. 

Bei einem andern Versuch zur Aufspaltung des Cholan- 
sdureisoxims war das Verfahren das gleiche, wie eben be- 
schrieben, nur wurde statt einer Stunde vier Stunden lang am 
RiickfluBkiihler gekocht. Bei diesem Versuch blieben ca. 26°/, 
vom angewandten Isoxim unverindert, dementsprechend wurde 
eine etwas grifiere Menge des Chlorhydrats der Aminosaure 
erhalten. 
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Aus den beschriebenen Versuchen geht hervor, dai der 
Lactamring des Cholansaureisoxims nicht leicht aufspaltbar 
ist, das erinnert an das Verhalten des zweiten Lactamringes 
des Biliansiiureisodioxims, der gleichfalls relativ bestiandig zu 
sein scheint (s. oben). Nun wissen wir durch die vor kurzer 
Zeit veréffentlichten Untersuchungen von W. Borsche und 
Emmy Rosenkranz (I. c.), daf} die Biliansiéure (C,, H,,0,) 
durch Reduktion in Cholansaure (C,,H,,0,) iibergefiihrt werden 
kann, da® beide Saduren sich also nur dadurch unterscheiden, 
dafi an Stelle einer CO-Gruppe der Biliansiiure in der Cholan- 
siure eine CH,-Gruppe steht. Der der gemeinsamen (stellungs- 
gleichen) CO-Gruppe entsprechende Lactamring diirfte der 
schwer aufspaltbare sein. 
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